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RESUMO

O répido crescimento da nanotecnologia tem despertado cada vez mais o interesse de diversos
pesquisadores pela producdo de econanomateriais, visando sua posterior aplicacdo em
temaéticas relacionadas as questdes ambientais. Neste contexto, o presente trabalho teve por
objetivo preparar e caracterizar filmes de poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH) e poli(acido
acrilico) (PAA) com nanoparticulas de prata (AgNPs) e reticulados com glutaraldeido,
visando o desenvolvimento de um novo material que pudesse ser utilizado como agente
bactericida no tratamento microbiologico de efluentes industriais para reuso. Apo6s a
automontagem, os filmes foram caracterizados por meio de diferentes técnicas instrumentais,
incluindo a espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis),
a espectroscopia de emissao éptica por descarga luminescente (GD-OES), a espectrometria de
retroespalhamento Rutherford (RBS) e a microscopia eletronica de transmissédo (MET). Testes
microbioldgicos foram igualmente realizados em &gar nutriente para se avaliar a atividade
inibitéria dos mesmos frente a micro-organismos Gram-positivos (Staphylococcus aureus) e
Gram-negativos (Escherichia coli). Em geral, a incorporacdo das nanoparticulas nos filmes
foi dependente tanto do pH da solucdo coloidal de prata, como do pH das solu¢bes dos
polieletrolitos. Dentre todos os sistemas avaliados, o filme (PAHgo/PAA,) imerso em
solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulado com glutaraldeido, foi aquele que
apresentou a maior atividade inibitdria, tanto em relacdo ao S. aureus como a E. coli. A maior
inibicdo, entretanto, foi observada para a E. coli que apresenta uma camada de
peptidoglicanos menos espessa do que a S. aureus, 0 que acaba facilitando a migracdo de
prata para o interior das células desses micro-organismos. O tratamento do efluente industrial
para reuso com os filmes produzidos neste trabalho, por sua vez, reduziu em cerca de 90% a
contagem total de coliformes presentes na amostra inicial, tanto pelo contato como pela
lixiviagdo de prata. Finalmente, considerando-se a facilidade de aplicacdo, o baixo impacto
ambiental, os custos reduzidos e acdo inibidora satisfatoria, os filmes desenvolvidos neste
trabalho apresentam um grande potencial para serem utilizados como auxiliares no tratamento

microbiologico de efluentes industriais.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata (AgNPs), filmes finos, atividade bactericida,

tratamento de efluentes.



ABSTRACT

The rapid growth of nanotechnology has attracted increasing interest from many researchers
for producing econanomaterials, aiming its subsequent application in thematics related to
environmental issues. In this context, the present study aimed to prepare and characterize
films of polyallylamine hydrochloride (PAH) and acrylic polyacid (PAA) with silver
nanoparticles (AgNPs) and cross-linked with glutaraldehyde, aiming to develop a new
material that could be used as bactericidal agent in microbiological treatment of industrial
wastewater for reuse. After the self-assembling, the films were characterized by means of
different instrumental techniques, including molecular absorption spectroscopy in the
ultraviolet and visible region (UV-Vis), glow discharge optical emission spectroscopy (GD-
OES), Rutherford backscattering spectrometry (RBS) and transmission electron microscopy
(TEM). Microbiological tests were also carried out on nutrient agar to evaluate the inhibitory
activity of the films against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative
(Escherichia coli) microorganisms. In general, the results showed that the incorporation of the
nanoparticles in the films was dependent both on the pH of the silver colloidal solution as the
pH of solutions of polyelectrolytes. Among all systems evaluated, the film (PAHgo/PAA40)20
immersed in AgNPs solution at pH = 6.0 for 4 h and cross-linked with glutaraldehyde it was
one that showed the highest inhibitory activity, both in relation to S. aureus as the E. coli. The
greatest inhibition was, however, observed for E. coli which has a less thick peptidoglycan
layer of the S. aureus, which ultimately facilitating the migration of silver into the interior of
the cells of these microorganisms. The industrial wastewater treatment for reuse with the
films produced in this work, in turn, by reduced about 90% the total count of coliform
bacteria presents in the initial sample, both the contact and the leaching of silver. Finally,
considering the ease of application, low environmental impact, reduced costs and satisfactory
inhibitory action, the films developed in this work have a great potential to be used as

auxiliaries in microbiological treatment of industrial wastewaters.

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs), thin films, antibacterial activity, wastewaters
treatment.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia, ciéncia e tecnologia que foca as propriedades dos materiais em
escala nanométrica, estd se tornando um dos mais promissores campos de pesquisa da
atualidade. Ela ndo possui uma tecnologia especifica, mas interdisciplinar, baseada na fisica,
quimica, biologia, engenharia, computacdo e medicina. A possibilidade de desenvolver novos
materiais neste campo cria a expectativa de evolucdo acentuada em diversas areas do
conhecimento, das ciéncias humanas e exatas (Sahoo et al., 2007).

Em virtude do seu tamanho, os nanomateriais tém demonstrado possuir propriedades
quimicas, cataliticas, eletrdnicas, magnéticas, mecanicas e dpticas distintas (Jortner e Rao,
2002). Em pouco mais de 15 anos, a “explosdo” do nano tem levado ao desenvolvimento de
uma vasta gama de novas tecnologias para aplicacfes domésticas e industriais, que vao desde
a liberacdo controlada de medicamentos até novos métodos para o tratamento de aguas
contaminadas (Crane e Scott, 2012).

Neste contexto, os filmes automontados com polieletrolitos de cargas opostas
ganharam um consideravel interesse cientifico, devido as suas inimeras aplicacdes (Ferreira
et al., 2004; Cheng et al., 2005). Um dos métodos mais utilizados para a fabricacdo desses
materiais baseia-se na automontagem de multicamadas poliméricas diferenciadas por meio da
técnica de camada por camada (do inglés “layer-by-layer” — LbL).

Essa técnica, que se difundiu rapidamente na literatura principalmente nesta Ultima
década (Decher, 1997), consiste basicamente em submergir um substrato apropriado (uma
lamina de vidro, por exemplo) em um béquer contendo a solucdo do polication ou do
polianion por um determinado periodo de tempo. Uma vez em contato com a solucdo de
depdsito, as moléculas carregadas dos poli-ions adsorvem-se na superficie do substrato por
interacdo eletrostatica (Jesus, 2009). O substrato €, entdo, lavado para remover as moléculas
que ndo foram satisfatoriamente adsorvidas. O sistema substrato/filme estd agora carregado
eletrostaticamente, o que permite a adsor¢cdo de uma nova camada carregada com carga
oposta por meio da imersdo em outra solucdo polimérica. Apos a adsorcdo desta segunda
camada, o substrato € novamente lavado e, ao término da deposi¢do das camadas, 0 mesmo é
Seco ao ar.

Esses sistemas automontados sdo considerados um bom meio para nanoparticulas,
devido a facilidade de controle das propriedades dos mesmos, possibilitando a producdo de
materiais com caracteristicas diferentes. A incorporagdo dessas espéecies que possuem elevada
area superficial pode afetar significativamente as propriedades dos filmes finos (Dubas et al.,

2006; Li et al., 2006). Os materiais obtidos podem apresentar melhorias nas propriedades
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Opticas, térmicas, mecanicas, elétricas, magneticas, entre outras (Decher, 1997; Qin et al.,
2005). Além disso, as propriedades desses materiais dependem da maneira como a
incorporacdo das nanoparticulas é realizada, do seu tamanho e forma, da concentracdo e do
tipo de interacdo com a matriz polimérica (Séwka et al., 2006).

Uma classe de grande interesse para a preparacdo de nanocompositos de matrizes
poliméricas sdo as nanoparticulas de metais nobres sintetizadas em meio aquoso (Crespilho et
al., 2006). Essas nanoparticulas tém despertado grande atencdo em areas como catalise (Qiu et
al., 2006), nanoeletronica (Colvin et al., 1994; Dabbousi et al., 1995), meio ambiente (Jain e
Pradeep, 2005; Yoon et al., 2008), e paralelamente no estudo de suas potencialidades na area
médica (Lima, 2011).

A maioria destes estudos esta relacionada as nanoparticulas de prata (AgNPs), uma
vez gque as mesmas apresentam acéo bactericida contra uma ampla faixa de micro-organismos
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus. O efeito bactericida da prata
na forma idnica (Ag") foi avaliado pela primeira vez pelo cientista suico Karl Wihelm Von
Naegelis, em 1983, contra células de algas (Damm et al., 2005). A utilizacdo das AgNPs (Key
e Maass, 2001), no entanto, tem sido relatada em documentos que datam do fim do século
XVIII, sendo seu uso intensificado entre 1910 e 1920 (Gibbs, 1999).

Dentro desse contexto, o objetivo principal deste trabalho foi preparar e caracterizar
filmes obtidos a partir de solucBes de polieletrélitos fracos (poli(hidrocloreto de alilamina) —
PAH, e poli(acido acrilico) — PAA) com AgNPs e reticulados com glutaraldeido, visando o
desenvolvimento de um novo material que pudesse ser utilizado como agente bactericida no

tratamento microbioldgico de efluentes industriais para reuso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Filmes Finos Nanoestruturados

O desenvolvimento de filmes finos estd em constante e acentuada aprimoracao, pois
permite sua aplicacdo em diversas &reas do campo cientifico-tecnoldgico, envolvendo
profissionais das mais variadas areas do conhecimento, como fisicos, bidlogos, quimicos e
engenheiros em geral.

Filme € o termo que se aplica a matéria condensada distribuida em uma geometria
planar, cuja espessura, em geral, € muito menor que as outras dimensdes. Quanto a espessura,
os filmes finos podem ser classificados em nanométricos (0,1 — 100 nm), micrométricos (0,1
— 100 pm) e milimétricos (0,1 — 100 mm) (Galembeck, 1998).

O substrato, por sua vez, é a superficie que suporta fisicamente um filme. O substrato
ideal é aquele que fornece um suporte mecéanico adequado para o filme sem que influencie nas
caracteristicas do mesmo (Galembeck, 1998). Existem diversos tipos de substratos, cada um
com uma finalidade especifica. Os tipos de substratos mais utilizados sdo vidros modificados,
metais, ceramicas policristalinas e monocristalinas, 6xidos metélicos como FTO e ITO
(6xidos de estanho dopado com fluor e com indio, respectivamente), materiais poliméricos,
dentre outros (Jesus, 2009).

O termo deposicao refere-se a0 método no qual atomos ou moléculas sdo adicionados
a superficie do filme que esta sendo preparado sobre um determinado substrato, que por sua
vez é uma fase condensada distinta da fase que atua como fonte de material (Galembeck,
1998).

Existem inumeras técnicas para a preparacdo de filmes finos (Jesus, 2009; Popiolski,

2011). As principais técnicas utilizadas para essa finalidade sdo apresentadas a seguir.

2.2 Técnicas de Preparacao de Filmes

A necessidade de obtencdo de estruturas com controle de espessura e propriedades em
escala molecular impulsionou o desenvolvimento de diversas técnicas para a montagem de
filmes finos. As técnicas mais utilizadas para a deposi¢do em fase Umida séo as de Langmuir-
Blodgett (LB) e LbL, pois permitem arranjar as moléculas individuais em estruturas
organizadas, favorecendo as propriedades finais desejadas (Decher et al., 1992). A técnica de
automontagem de monocamadas ou self-assembled monolayers (SAMs) também é utilizada
como estratégia para a preparacdo de filmes ultrafinos, porém a mesma néo é adequada para a

montagem de estruturas multicamadas (Ariga et al., 2007).
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A técnica LB é promissora na preparacdo de filmes finos, uma vez que permite o
controle da espessura das monocamadas, a deposi¢cdo homogénea das monocamadas sobre 0
substrato, a possibilidade de se fazer multicamadas com diferentes composicdes (Jesus, 2009),
além de contemplar um grande numero de aplicacdes (Ferreira et al., 2004; Durén et al., 2006;
Wohnrath et al., 2006). Entretanto, a técnica LB requer equipamentos especiais e apresenta
muitas limitacdes. Em muitos casos, a deposicdo das monocamadas pode ser bastante lenta,
além de proporcionar uma baixa resisténcia mecanica e problemas com a estabilidade dos
filmes. A técnica exige também ambientes sofisticados e laboratorios extremamente limpos e
isolados, 0 que eleva o custo de fabricagdo em relacdo a outros tipos de filmes (Paterno et al.,
2001; Duréan et al., 2006), além de ndo ser util para todos os tipos de aplicacdes, sendo mais
empregada para materiais sollveis em solventes organicos, ndo misciveis em agua (Ariga et
al., 2007).

Em contrapartida, a técnica LbL vem se mostrando cada vez mais atraente, devido a
simplicidade experimental (Tsuge et al., 2006; Jesus, 2009), o que permite a producdo de
filmes ultrafinos e multicamadas de diversos tipos de materiais poliméricos, biologicos,
metélicos, entre outros.

Esta técnica surgiu como uma alternativa mais simples a técnica LB, que é mais
onerosa, embora determinadas caracteristicas, como a organizacao dos filmes produzidos pela
técnica LB sejam superiores a técnica LbL (Decher, 1997; Nakane e Kubo, 2009). Esta
técnica sera discutida a seguir e em detalhes, uma vez que foi a técnica utilizada para a

preparacdo dos filmes deste trabalho.

2.3 Filmes Automontados por Layer-by-Layer
2.3.1 A Técnica LbL

A técnica de automontagem, baseada em adsorc¢do quimica, foi proposta pela primeira
vez no inicio da década de 1980, no trabalho pioneiro de Sagiv (Duran et al., 2006), onde foi
proposto um método que utilizava um substrato quimicamente modificado e uma solucdo de
moléculas bifuncionais, contendo fosfanatos metalicos e organossilanos. Essas moléculas séo
capazes de estabelecer uma ligagdo quimica com o substrato e, por serem bifuncionais, sua
outra extremidade serve como sitio de ancoragem para a adsorcdo da monocamada
subsequente. A repeticdo deste procedimento resulta em um filme com multicamadas. No
entanto, este fato requeria a sintese de moléculas com fun¢es especificas, limitando a técnica
(Siqueira Jr, 2006).
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Anos mais tarde, essa técnica foi reformulada por Decher e colaboradores, passando a
basear-se na interacdo eletrostatica (Paterno et al., 2001) entre camadas contendo grupos com
cargas opostas, como descrito por ller, ja na década de 1960 (Siqueira Jr, 2006). Oposta a
técnica descrita por Sagiv, nenhuma ligacdo covalente precisa ocorrer entre as bicamadas
formadas no filme (Zucolotto, 2003).

Essa técnica caracteriza-se pela formacdo de filmes através do deposito de camadas
alternadas de materiais de cargas opostas, com etapas de lavagem entre as camadas. As
Figuras la e 1b ilustram, esquematicamente, 0 mecanismo de preparacdo de um filme por
LbL via interacdo eletrostatica entre um polication e um poliénion, e a estrutura idealizada de
um filme contendo uma bicamada, respectivamente.

A ®

(2) > > >

(b)

OO

SICIOIS

Figura 1. (a) Representacdo esquematica do processo de preparacao de um filme pela técnica
LbL sobre um substrato sélido. (b) Estrutura idealizada de um filme contendo as duas

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

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

espessuras desejadas.
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A versatilidade da técnica estd na formagdo de novas arquiteturas moleculares,
baseadas em ligacGes nao-covalentes. As interacdes eletrostaticas entre os poli-ions em
solucdo e a superficie sdo fundamentais para a estrutura final do filme. E importante ressaltar
que a estruturacdo das moléculas também pode ocorrer por outros tipos de interagdo como
quimiossorcéo, ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals, interagdes hidrofdbicas,
entre outras (Tang et al., 2006).

Outro beneficio oferecido por essa técnica reside na capacidade de revestir pecas de
geometrias complexas mantendo, de maneira simples, a mesma estruturacdo de filmes
depositados sobre superficies planas. Os filmes obtidos a partir da técnica de LbL podem ser
montados sobre superficies de diferentes tamanhos e formas, incluindo metais, vidro, silicio, e
polimeros com morfologias diferentes, membranas porosas e coloides (Caruso et al., 1998;
Dal'Acqua, 2013), utilizando uma variedade de compostos, como polieletrdlitos naturais e
sintéticos (Crouzier et al., 2010), e nanoparticulas (Lan et al., 2006), tais como 0s nanotubos
de carbono (Zhang et al., 2010).

A técnica LbL também permite uma variabilidade da arquitetura dos filmes, no que diz
respeito a espessura, composi¢do, conformacdo e molhabilidade. O controle é realizado
através de pardmetros como concentracdo quimica dos constituintes, pH, tempo de deposicéo,
forca idnica e temperatura (Decher, 1997; Shiratori e Rubner, 2000). Além disso, a estrutura
das multicamadas também pode ser modificada pos-montagem por exposicdo do filme a
condiges diferentes das utilizadas durante a montagem do mesmo (Wong et al., 2010).

O processo de formacdo das multicamadas pode ser feito de diversas maneiras,
incluindo as técnicas de dip coating, spin coating e casting. Uma breve descri¢do destas

técnicas sera apresentada a seguir.

2.3.2 Tipos de Filmes Automontados e Mecanismo de Adsorgdo

Os filmes nanoestruturados obtidos por LbL podem ser classificados em dois grandes
grupos: filmes obtidos por adsorcéo quimica e filmes obtidos por adsorcéo fisica (Duran et al.,
2006).

Na adsorcdo quimica, as camadas sdo adsorvidas sobre o suporte através do
estabelecimento de ligagdes quimicas, formando camadas monomoleculares. Uma vez que a
adsorcdo ocorre via reacdo quimica, o material depositado deve ter afinidade pelo suporte e
ainda manter funcionalidades disponiveis para a adsor¢do de uma camada subsequente. No
entanto, a continuidade de deposicdo depende de reacfes quimicas com alto rendimento, o

que pode ser significativamente diminuido pela presenca de impurezas, que podem proteger
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o0s grupos funcionais, e por fatores de geometria molecular, como impedimentos estéreos. Tais
fatores ocasionam uma constante diminuicdo de material adsorvido a cada camada depositada,
0 que resulta na interrupcao do processo de preparacao do filme (Duran et al., 2006).

Na adsorcéo fisica, por outro lado, as camadas sdo adsorvidas por meio de interagcoes
fisicas, tais como atracdo eletrostatica, ligacdes de hidrogénio e interacdo hidrofobica. As
energias envolvidas nesses tipos de interacdo sao obviamente menores do que aquelas de uma
adsorcdo quimica. Contudo, como estas interacBes sdo comuns em sistemas poliméricos, o
grande nimero de ligacdes estabelecidas entre as cadeias dos polimeros e o suporte torna as
camadas fortemente aderidas e estaveis. Além disso, esta variedade de interacfes permite que
um numero maior de materiais possa ser depositado, sem necessidade de reacdes quimicas
(Durén et al., 2006).

2.3.3 LbL por Dip Coating

A técnica de dip coating consiste em mergulhar verticalmente um substrato dentro de
uma solucdo que contém a substancia de interesse e depois de certo tempo retird-lo do mesmo
(Jesus, 2009). Devido a aderéncia entre as moléculas da solucéo e a superficie do substrato,
uma fina camada serd formada. A espessura das camadas é principalmente afetada pela
viscosidade e densidade do fluido, e pela tensao superficial.

O processo de imersdo e emersdo deve apresentar velocidade controlada e nenhum
tipo de vibracdo, a fim de permitir uma deposicdo homogénea. Além disso, o tempo de
deposicdo também é um fator importante na qualidade do filme. A Figura 2 ilustra
esquematicamente o processo de preparacao de filmes pela técnica de dip coating.

Substrato | Filme

=W

Precursor

Figura 2. Representacdo esquematica do processo de preparagdo de filmes por dip coating
(Jesus, 2009).
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2.3.4 LbL por Spin Coating

A técnica de spin coating (representada esquematicamente na Figura 3) consiste em
depositar gotas da solucao inicial sobre um substrato que € entdo acelerado rapidamente até a
velocidade de rotagdo desejada. O liquido flui radialmente, devido a acdo da forca centrifuga,
e 0 excesso € ejetado para fora da borda do substrato (Hall et al., 1998). A evaporagdo dos
solventes mais volateis no momento da deposicéo permite acelerar os processos de hidrolise e

condensacéo iniciados, quando em contato com a umidade do ambiente (Jesus, 2009).

T T

Precursor I | |
oA

Figura 3. Representacdo esquematica do processo de obtencdo de filmes por spin coating
(Jesus, 2009).

Nesta técnica, a viscosidade da solucdo, o tempo e a velocidade de rotacdo sao
parametros importantes para a deposi¢cdo de um filme estavel e homogéneo (Jesus, 2009).
A técnica por spin coating € mais utilizada na inddstria de microeletrénica para a

producéo de fotorresistentes (Hall et al., 1998).

2.3.5 LbL por Casting

A técnica de casting baseia-se no espalhamento da solucdo precursora da amostra
sobre um substrato (geralmente, uma placa de vidro) (Figura 4). Apos a evaporacdo total do
solvente utilizado, o filme é formado sobre a superficie do substrato. A evaporacdo do

solvente pode ser acelerada por aquecimento (Jesus, 2009).

o
" T

Precursor

Figura 4. Representacdo esquematica do processo de obtencdo de filmes por casting (Jesus,
2009).
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A espessura do filme pode ser controlada, ajustando-se a concentracdo da amostra na
solucdo. Esse método ndo é tdo eficiente na preparacdo de filmes muito finos como os
produzidos pelas técnicas de spin e dip-coating (Jesus, 2009), uma vez que é necessaria uma
quantidade de solucdo consideravel para que o filme seja depositado de forma homogénea,

sem “buracos”.

2.4 Polieletrolitos

Um polieletrélito € um polimero no qual os monémeros sdo sais de grupos iénicos e
ndo-metalicos (Popiolski, 2011). Possuem uma grande quantidade de mon6meros ionizéveis e
sdo, em geral, solUveis em solventes polares (Silva, 2006).

Os polieletrolitos apresentam grande utilidade em inddstrias quimicas e possuem um
amplo campo de aplicacdo, como auxiliares de filtragdo, estabilizantes de suspensoes
cerdmicas (para aumentar a resisténcia a compressao em cimentos e argamassas), auxiliares
na clarificacdo de agua nas estacGes de tratamento, como coagulantes em estacGes de
tratamento de esgoto, na industria de papel, entre outras (Honse, 2008).

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

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

Outra classificacdo para os polieletrolitos pode ser dada em funcéo do pK;, do grupo
acido. Para um acido fraco HA qualquer, sua dissociacdo em agua fica sujeito a um equilibrio
(Equacéo 1):

HA., +H,04 <> H;0 g + A (ag) 1)
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A constante de acidez, ou constante de dissociacdo acida K, (Equacéo 2), é definida
como sendo:

_[HOIA] @
[HA]
A constante de acidez K, é proporcional a concentracdo dos ions formados. Quanto
maior o valor de K,, mais ionizado estara o acido em meio aquoso, e consequentemente maior
sera a sua forca. Como o pKj, € o cologaritmo negativo da constante de acidez, um baixo valor

de pK, implicaré igualmente em uma maior forca (Silva, 2006).
Na preparacdo dos filmes finos deste trabalho foram utilizados dois polieletrélitos

fracos de cargas opostas, sendo o PAH o polication, e o PAA o polianion (Figura 5).

\_ —_ — —_
L~
~ -1
NH; CI | COOH
L -n — —-n
PAH (pKa = 8,0 - 9,0) PAA (pK, = 5,5 - 6,5)

Figura 5. Férmulas estruturais dos polieletrolitos PAH e PAA em meio &cido.

A principal vantagem em se utilizar esses polieletrolitos na preparacdo de filmes finos
reside no fato de que os mesmos apresentam densidades de carga que podem ser alteradas
pelo ajuste do pH da solucdo de imerséo, 0 que permite o controle da espessura da camada e
da organizacéo das cadeias de polimero adsorvidas (Machado et al., 2009).

2.4.1 Definicé@o do pH dos Polieletrolitos

Os filmes automontados de polieletrolitos fracos estdo sujeitos a alteragOes estruturais
quando as condigdes do meio, como pH e forca ibnica, sdo alteradas. Variagdes no pH podem
alterar significativamente o grau de ionizacdo dos polieletrélitos em solugdo, o que acaba
contribuindo para o aumento ou a diminuigdo da espessura e rugosidade dos filmes, & medida
gue os mesmos vao sendo depositados. Estas mudangas acabam acontecendo uma vez que as
moléculas tendem a enovelar-se ou estender-se, dependendo da intensidade de repulsdo

eletrostatica entre as cadeias poliméricas (Choi e Rubner, 2005).
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A polibase fraca (PAH) tem valor de pK, entre 8,0-9,0 (Choi e Rubner, 2005). Assim,
em valores de pH inferiores ao pKj,, esse polieletrolito estd parcialmente protonado, ou seja,
carregado na forma —NH3". As cadeias poliméricas estdo mais lineares, devido a repulsio
entre as cargas eletrostaticas, e as camadas geradas nos filmes sdo mais finas. Por outro lado,
quando o pH do meio é superior ao valor de pK,;, o PAH encontra-se com parte dos seus
grupos amino desprotonados na forma —NH,. Dessa forma, suas cadeias estdo mais
enoveladas devido a diminuicdo da repulsdo entre as cargas eletrostaticas, e as camadas
geradas nos filmes sé&o mais espessas (Choi e Rubner, 2005).

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

A Figura 6 apresenta a conformacdo das cadeias poliméricas dos polieletrélitos nos
pHs utilizados para a deposicao dos filmes desenvolvidos neste trabalho.

PAH PAA PAH/PAA

S @
< (©) (O]
pH=8,0
<l el
(©) [©]
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pH=4,0 pH=4,0

Figura 6. Representacdo das cadeias poliméricas dos polieletrolitos nos diferentes pHs e sua

conformacdo nas multicamadas.
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O grau de ionizacdo de um polieletrélito fraco também pode alterar significativamente
qguando o mesmo € incorporado em um meio de multiplas camadas (Vonklitzing e Moehwald,
1995; Mendelsohn et al., 2000; Shiratori e Rubner, 2000; Rmaile e Schlenoff, 2002; Xie e
Granick, 2002; Burke e Barrett, 2003; Petrov et al., 2003; Sui e Schlenoff, 2004). Este efeito é
mais pronunciado quando a montagem ocorre entre dois polieletrolitos de cargas opostas,
como é o caso do PAA e do PAH (Choi e Rubner, 2005).

Nas solucbes em que o PAH e o PAA apresentam pHs iguais a 8,0 e 4,0,
respectivamente, as cadeias do PAA possuem baixo grau de ionizacdo (~7%) em relacdo as
cadeias de PAH (~68%). Nesses valores de pH, durante a formacdo do filme, o grau de
ionizacdo do PAA ¢é aumentado de ~7% para ~63% (Choi e Rubner, 2005). Dessa forma, a
maioria dos grupos —NHs" do PAH neutralizam as cargas dos grupos —COQ", restando uma
pequena fracdo de grupos —NHs" livres nas multicamadas (Decher e Schlenoff, 2002; Choi e
Rubner, 2005). O grau de ioniza¢do do PAA aumenta ainda mais quando o filme é colocado
em contato com uma solugdo de pH maior do que 2,5, como é o caso deste trabalho, onde as
solucdes de AgNPs apresentam pHs iguais a 3,0 e 6,0 (Choi e Rubner, 2005).

Nas soluces em que o PAH e o PAA apresentam pHs iguais a 4,0, por outro lado, as
cadeias do PAH apresentam elevado grau de ionizacdo (~95%). As cadeias do PAA, por outro
lado, estdo apenas 7% ionizadas neste pH. Entretanto, quando o filme esta sendo formado, o
grau de ionizacdo do PAA aumenta para ~70% (Yoo et al., 1998). Isso resulta em um filme
onde os grupos -NH;" e -COO" estéo totalmente interligados eletrostaticamente ndo restando
grupos —NH3z" e —COO" livres no PAH e PAA, respectivamente, para promover a interagio
com espécies de cargas opostas (Decher e Schlenoff, 2002; Choi e Rubner, 2005). Essa
condicdo de pH implicou em uma menor incorporacdo de nanoparticulas de ouro
(MACHADO et al.,, 2011) e a auséncia do sal de ouro (Chia et al., 2008) em trabalhos
anteriores.

No caso do PAH, no entanto, a diferenca entre o grau de ionizacdo em solucdo e o
grau de ionizagdo no processo de formacédo do filme é menor do que no caso de PAA (Choi e
Rubner, 2005). Em pH = 7,8, por exemplo, o grau de ionizacdo do PAH em solugéo é de
~73%, ao passo que o valor do grau de ionizagdo nas multicamadas é de ~89% (Petrov et al.,
2003).

2.5 Nanoparticulas de Prata
A prata € conhecida pela comunidade médica por sua eficacia antimicrobiana desde o

inicio do seéculo XVIII. O efeito antimicrobiano da prata tem sido utilizado em diferentes
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campos da medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia neonatal, na cicatrizagéo
de feridas e em biomateriais (Lima, 2011). Sais de prata, principalmente o nitrato de prata, ja
foram usados para o tratamento de Ulceras (Klasen, 2000). A atividade antimicrobiana da
prata foi reconhecida pelo meio académico no século XIX; no entanto, somente na década de
1920 seu uso foi aprovado pela US Food and Drug Administration (FDA).

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

Na década de 1960, a prata ganhou popularidade novamente, agora como antisséptico
no tratamento de feridas abertas, sob a forma de solugdo de 0,5% (m/V) de nitrato de prata
(Moyer et al., 1965; Price e Wood, 1966). Em 1968, esse sal de prata foi combinado com 0
antibidtico sulfonamida para produzir o creme de sulfadiazina de prata (SSD), prescrito até os
dias de hoje, principalmente para casos de queimadura (Fox, 1968; George et al., 1997).

Na busca por novos medicamentos antimicrobianos, os coloides de prata também
voltaram a despertar o interesse na comunidade cientifica e, nesta linha, inUmeros trabalhos
(Rhim et al., 2006; Sanpui et al., 2008; Sahni et al., 2013) sobre nanocompdsitos contendo
prata tém sido publicados, sendo o estudo focado no tratamento de doencas provocadas por
bactérias como a Escherichia coli, a Staphylococcus aureus, entre outras (Sanpui et al., 2008).

Mais recentemente, no inicio do século XX, a prata comecou a ser usada sob um novo
e mais interessante formato: o nanoparticulado. Soluc6es de prata desenvolvidas sob a luz da
nanotecnologia possuem particulas de porte extremamente reduzido (variando de 10 a 1 nm
de diametro), que caracterizam uma maior superficie de contato, ampliando assim as
conhecidas a¢des antimicrobianas da prata (Carreira, 2009).

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

As nanoparticulas de prata (AgNPs) podem ser sintetizadas a partir de corrente elétrica

ou por redutores quimicos. O tipo de sintese ndo interfere na eficacia antimicrobiana; no
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entanto, o tamanho das particulas de prata e a sua dispersdo na solugdo interferem no seu
desempenho. Quanto menor a particula, maior serd sua acdo antimicrobiana. Estabilizantes
sdo acrescentados no processo de producdo para prevenir a agregacdo das AgNPs (Carreira,
2009).

Uma investigagdo recente sobre o efeito antimicrobiano das AgNPs revelou que o
mesmo esta relacionado a outros fatores além da dimenséo, como forma e area de superficie
das particulas, sendo ainda sensivel a temperatura (Drelich et al., 2011).

As AgNPs sdo utilizadas para as mais diversas finalidades, especialmente como
agentes antimicrobianos (Jones et al., 2008), além de serem empregadas em produtos téxteis
(Dubas et al., 2006), peliculas poliméricas para embalagens de alimentos (Loher et al., 2008),
tintas e pigmentos (Kumar et al., 2008), filtros para o tratamento de &gua (Jain e Pradeep,
2005) ou ar (Yoon et al., 2008), entre outras.

2.6 Glutaraldeido
O glutaraldeido (GA) (Figura 7) € um dialdeido saturado que surgiu como uma
alternativa em substituicdo ao formol, principalmente em tratamentos de beleza, por se tratar

de um reagente quimico menos nocivo (Pepper e Lieberman, 1962).
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Figura 7: Formula estrutural do glutaraldeido.

Desde a sua descoberta no inicio da decada de 1970, o GA tem sido amplamente
utilizado para a desinfeccéo e esterilizagdo em muitas areas (Gorman et al., 1980). Solucdes
esterelizantes de GA sdo utilizadas em hospitais para desinfetar e limpar equipamentos
sensiveis ao calor, como instrumentos de dialise, instrumentos cirargicos, frascos de succéo,
broncoscopios, endoscopios e instrumentos de orelha, nariz e garganta (HSDB, 1996; NIOSH,
2001). Este reagente quimico é também utilizado como fixador de tecidos em histologia e
como um agente de endurecimento no desenvolvimento de raios X (NIOSH, 2001). E um dos
principais componentes de detergentes (Emmanuel et al., 2005), além de ser utilizado no

curtimento de couro (Kiernan, 2000).
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A atividade esterilizante e desinfetante do GA ¢ influenciada por fatores como pH,
temperatura e concentracdo (Gorman et al., 1980).

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

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

Devido a essa caracteristica, 0 GA foi utilizado neste trabalho como uma ultima
camada de “revestimento”, com a finalidade de reduzir a solubilidade dos polieletrélitos em

meio aquoso.

2.7 Bactérias

Encontradas em todos os ambientes que comp8em a biosfera, as bactérias (do grego
bakteria: bastdo) estdo incluidas entre os menores seres vivos conhecidos, tendo dimensbes
muito pequenas da ordem de micrometros (Soares, 1997) e, possivelmente, representam o
grupo de organismos mais numeroso do mundo vivo (Paulino, 2001). Sdo unicelulares e
procariontes.

As bactérias podem ser classificadas de acordo com a estrutura de sua parede celular
que se localiza externamente & membrana plasmaética. E uma estrutura rigida, responséavel pela
forma da célula bacteriana, que age como uma membrana seletiva e permeavel, aléem de
proteger contra chogques osmoticos. S8o as caracteristicas da parede celular que determinam se
a bactéria € Gram-positiva ou Gram-negativa (Salle, 1961; Romeiro, 1995). O principal

constituinte da parede celular de todas as bactérias € um polimero denominado
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peptidoglicano, encontrado apenas em organismos procariontes (Romeiro, 1995). A Figura 8

mostra a estrutura celular de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos.
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Figura 8. Estrutura celular de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos

(http://www.americanaquariumproducts.com/aquarium_medication.html).

Nas bactérias Gram-positivas, a parede € composta basicamente por peptidoglicanos,
gue constituem uma espessa camada ao redor da célula. Imersos nesta camada podem estar
presentes outros polimeros, como &cidos lipoteicoicos e polissacarideos. Nas bactérias Gram-
negativas, os peptidoglicanos constituem uma camada basal delgada, sobre a qual se encontra
outra camada, composta por lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipossacarideos,
denominada membrana externa (Marczwski e Vélez, 1999; Moraes et al., 2000).

O termo Gram € atribuido ao médico dinamarqués Hans Christian Joachim Gram, que
foi o pioneiro no desenvolvimento do método para a coloracdo de bactérias, em 1884. Esse
método, conhecido como coloracdo de Gram, permite distinguir bactérias com diferentes
estruturas de parede celular, a partir das coloragdes que estas adquirem apos o tratamento com
agentes quimicos especificos, e é baseado na capacidade das paredes celulares de bactérias
Gram-positivas reterem o corante cristal violeta no citoplasma durante um tratamento com
etanol-acetona, enquanto que as paredes celulares de bactérias Gram-negativas ndo o fazem.
Dessa forma, quando examinadas ao microscopio Optico, as bactérias Gram-negativas
aparecem coradas de vermelho e as Gram-positivas de azul-violeta (Madani, 2003).

Neste contexto, os testes microbiolégicos com os filmes deste trabalho foram

realizados com uma bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e uma bactéria Gram-
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negativa (Escherichia coli). Essas bactérias sdo as mais comumente encontradas no

organismo humano, sendo as maiores responsaveis por varias doencas infecciosas.

2.7.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (Figura 9) é um importante patégeno humano capaz de
causar uma grande variedade de infec¢bes. Nos Ultimos 25 anos, a incidéncia de infeccOes
adquiridas em hospitais ou no convivio social por S. aureus aumentou significativamente
(Steinberg et al., 1996; Staphylococcus Laboratory, 2003). Considera-se que a maior parte das
infeccdes sdo derivadas do transporte nasal (Yu et al., 1986; Luzar et al., 1990; Kluytmans et
al., 1997; Nguyen et al., 1999; Von Eiff et al., 2001), uma vez que o nariz € o principal
reservatorio ecologico de S. aureus em humanos (Moss et al., 1948; Kluytmans et al., 1997,
Lowy, 1998). O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, esférica, com um diametro de 1,0 a
1,3 um e que quando vista ao microscopio, aparece em aglomerados, semelhante a cachos de
uvas (The Food Safety File: Staphylococcus aureus, 2008).
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Figura 9. Micrografia eletronica de varredura do micro-organismo Staphylococcus aureus.
(http://annarenatav3.wordpress.com/2011/04/04/bacteria-gram-positiva-e-gram-negativa/).

A eficiéncia da disseminagdo de S. aureus se deve, em parte, & grande versatilidade
desse micro-organismo. A capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes ambientes,
muitas vezes hostis devido ao pH, umidade, pressdo osmotica ou deficiéncia de nutrientes,
possibilita ndo s6 a colonizacdo no homem como no ambiente ao seu redor, criando
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reservatorios de células aptas a colonizar outros individuos (Cepeda et al., 2005; Kniehl et al.,
2005). De fato, a S. aureus € uma bactéria comum na microbiota humana, colonizando de
forma persistente as narinas de cerca de 20% da populacédo e de forma intermitente de 30%. A
maioria dos portadores sdo assintométicos e o processo de infeccdo normalmente esta
associado a algum fator que diminui a resposta imunoldgica do individuo, como doengas,
tratamentos mais agressivos, ou procedimentos médicos invasivos, que abrem uma via de
acesso para 0s micro-organismos (Kuroda et al., 2001; Gordon e Lowy, 2008).

Outra caracteristica da S. aureus é a capacidade de desenvolver rapidamente
resisténcia a agentes antimicrobianos. O uso extensivo de antibidticos resultou em um
aumento na resisténcia de S. aureus aos isolados clinicos (Fattom et al., 2004). Dessa forma, o
S. aureus transformou-se em um incrivel agente patoldgico, com capacidade de causar uma
vasta gama de infec¢Oes associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade (Sheagren, 1984;
Archer, 1998).

2.7.2 Escherichia coli

A Escherichia coli (Figura 10) € uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa,
pertencente a familia Enterobactereacea (Kaper et al., 2004). A grande maioria dessas
bactérias encontra-se junto a microbiota intestinal, tanto de seres humanos, quanto de outros
animais de sangue quente. No entanto, apenas aproximadamente 10% dessas sao patogénicas,
podendo causar infecgdes intestinais e infecgbes extra-intestinais (Russo e Johnson, 2000;
Kaper et al., 2004; Johnson e Russo, 2005).

Figura 10. Micrografia eletrénica de varredura do micro-organismo Escherichia coli

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:E_coli_at_10000x,_original.jpg).
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A E. coli geralmente permanece inofensivamente confinada ao limen intestinal de
todos os individuos. No entanto, nos hospedeiros debilitados ou imunossuprimidos, ou
quando as barreiras gastrointestinais sdo violadas, as estirpes de E. coli podem provocar a
infecgdo. Além disso, mesmo os seres humanos mais saudaveis podem ser suscetiveis a
infeccdo por um dos vérios clones altamente adaptados de E. coli que se desenvolveram e que
sdo capazes de causar uma ampla gama de doencas humanas. Infeccdes causadas pela E. coli
patogénica podem ser limitadas a superficies mucosas ou podem difundir-se atraves do corpo
(Nataro e Kaper, 1998).

Em geral, pode-se identificar trés sindromes clinicas de infeccdo por E. coli:
meningite/sepse, doenca entérica/diarréia e infeccdo do trato urinario (Nataro e Kaper, 1998).
As mesmas podem ser adquiridas através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com
E. coli ou através do contato com a bactéria em ambientes hospitalares. Em um estudo
realizado pelo Programa de Vigilancia SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program), os
bacilos Gram-negativos foram responsaveis por mais de 53,8% das infec¢bes hospitalares no

Brasil.

2.8 Filmes com Nanoparticulas no Tratamento de Efluentes

A 4gua é uma substancia essencial para toda a forma de vida na Terra e um recurso
precioso para a civilizacdo humana. O acesso seguro a agua potavel é considerado um dos
objetivos humanitarios mais basicos, e continua sendo um grande desafio global para o século
XXI1 (Qu et al., 2013).

Atualmente, cerca de 780 milhdes de pessoas ainda ndo tém acesso a fontes de agua
potavel em todo o mundo (WHO, 2012). Nesse sentido, a implementacdo de politicas para o
tratamento basico de &agua nas areas mais afetadas (principalmente nos paises em
desenvolvimento), onde a agua potavel e a infraestrutura dos esgotos sdo muitas vezes
inexistentes (Qu et al., 2013), deve ser assunto prioritario.

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

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

devido a geracdo de diferentes tipos de efluentes (Ribeiro et al., 2004). Os poluentes
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encontrados nas &guas e que sdao gerados pelo desenvolvimeto industrial incluem
contaminantes inorganicos e organicos (Priya et al., 2009). Tendo em vista 0 aumento na
producdo de esgoto, a reutilizacdo de aguas residuais esta se tornando uma necessidade
comum, até mesmo como fonte de 4gua potavel (Qu et al., 2012).

Nesse contexto, novas abordagens estdo sendo estudadas para enfrentar os problemas
associados a qualidade das adguas. A aplicacdo de nanoparticulas no tratamento de 4gua é uma
area emergente e nanocatalisadores provaram ter um potencial para a remocao de
contaminantes organicos, desempenhando um papel importante na resolucdo de diversos
problemas ambientais e de poluigcdo graves (Chen e Mao, 2007). Durante as Ultimas décadas,
varias pesquisas envolvendo a utilizacdo de zedlitas sintéticas e naturais, filmes de polimeros
e fons metalicos (Ag®, Cu®*, zn** , Hg*, Ti**, Ni**, Co*) como bactericidas para a
desinfeccdo da agua tém sido realizadas (McLean et al., 1993; Feng et al., 2000; Shearer et
al., 2000; Cik et al., 2001; Ulkiiseven et al., 2002; Chen et al., 2003; Islam et al., 2003;
Chohan et al., 2004).

Os recentes avancos na nhanotecnologia oferecem oportunidades de desenvolver
sistemas de abastecimento ou tratamento de dgua de ultima geracdo. Os processos altamente
eficientes, modular e multifuncional ativados por nanotecnologia, estdo previstos para
proporcionar alto desempenho, dgua a precos mais acessiveis e solu¢fes de tratamento de
aguas residuais que dependem cada vez menos de grandes infraestruturas (Qu et al., 2013).
Além disso, a utilizacdo da nanotecnologia no tratamento de adgua e de efluentes promete ndo
sO superar os principais desafios enfrentados pelas tecnologias de tratamento existentes, mas
também fornecer novas possibilidades de tratamento que poderiam permitir a utilizacdo
econbmica dos recursos hidricos ndo convencionais, visando expandir o abastecimento de
agua (Qu et al., 2013).

O desenvolvimento de filmes com nanoparticulas ou semicondutores, como uma
alternativa ao tratamento de aguas residuais, j& € uma realidade. Na literatura destacam-se
estudos sobre materiais semicondutores fotocataliticos com polimeros, como o diéxido de
titanio (Yu et al., 2007; Priya et al., 2009; Zhu e Dan, 2010; Solis-Casados et al., 2013) e
oxido de zinco (Sapkal et al., 2012) que podem ser utilizados para remover diversos tipos de
contaminantes organicos, que ndo sdo adequadamente removidos dos efluentes por
tecnologias convencionais de tratamento de agua.

A preparacdo de filmes com AgNPs também vem sendo abordada em estudos
relacionados ao desenvolvimento de materiais com atividade antimicrobiana. No entanto, 0s

poucos trabalhos publicados versam basicamente sobre a eficiéncia bactericida destes



36

materiais em relacdo a cepas isoladas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Dubas et
al., 2006; Li et al., 2006). A utilizacdo de filmes com AgNPs no tratamento microbiolédgico de
efluentes industriais, por sua vez, ainda ndo foi reportada na literatura. Dessa forma, esse
trabalho acaba contribuindo diretamente para o desenvolvimento de um novo material que
poderd ser utilizado para essa finalidade, o que certamente ird contribuir para a gestdo

sustentavel da dgua e sua reutilizacdo de maneira adequada e segura.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Os reagentes utilizados neste trabalno foram o poli(acido acrilico) (PAA,
M, = 90.000 g.mol™, Polysciences), o poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH, M, = 70.000
g.mol™?, Sigma-Aldrich), o nitrato de prata (AgNOs, Merck), o boroidreto de sodio (NaBH.,
Merck) e o citrato de sodio tribasico dihidratado (Na3CgHs0; . 2H,0, Sigma-Aldrich). Além
disso, a agua utilizada na preparacdo de todas as solucdes foi obtida a partir de um sistema
Milli-Q (com resistividade de 18,2 MQ/cm) da Millipore.

3.2 Sintese e Caracterizacao das AgNPs
3.2.1 Sintese das AgNPs

As AgNPs foram sintetizadas em meio aquoso através da reducio quimica de ions Ag*
por boroidreto de sodio, na presenca de citrato de sédio tribasico dihidratado (como agente
estabilizante), sob agitacdo e ao abrigo da luz, a 23°C. Este procedimento foi realizado com
base no método proposto por Jana et al. (2001).

Inicialmente, 250 mL de nitrato de prata 0,25 mmol/L foram adicionados a 250 mL de
citrato de sddio tribasico dihidratado 0,25 mmol/L por 30 s, sob agitacdo magnética vigorosa.
Imediatamente apds a mistura dessas duas solucdes, uma aliquota de 10 mL de boroidreto de
sodio 1,00 mmol/L foi adicionada a esse sistema (Pinto et al., 2010). Em seguida, o sistema
foi mantido sob agitacdo por mais 1 min e a solugéo resultante (de tonalidade amarelo-ouro)
foi imediatamente utilizada para a incorporag@o das AgNPs nos filmes.

A fim de se avaliar o efeito do pH da solucdo de AgNPs na incorporacdo das
nanoparticulas nos filmes, e consequentemente na atividade bactericida, a solucdo contendo as
AgNPs foi dividida em duas partes iguais, mantendo-se o pH de uma das partes em torno de
6,0 e reduzindo-se o pH da outra metade para 3,0. Estudo realizado com nanoparticulas de
ouro mostrou que a incorporacdo dessas nanoparticulas nos filmes ocorreu de maneira
satisfatoria, tanto para solu¢des em pH = 3,0, quanto para solu¢des em pH = 6,0 (Machado et
al., 2011).

3.2.2 UV-Vis das Solucdes de AgNPs
As solugdes contendo as AgNPs (em pH = 3,0 e pH = 6,0) foram analisadas em um
espectrofotobmetro Thermo Scientific Evolution 60, na faixa de comprimento de onda situada

entre 200 e 800 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de caminho optico de 10 mm.
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3.2.3 MET das Solugdes de AgNPs

As solucdes contendo as AgNPs foram previamente diluidas em &gua deionizada
(1 gota da solucdo coloidal de prata em 20 mL desse solvente), utilizando um ultrassom
(Unique USC 1400) por 30 min. Em seguida, uma gota dessa nova solucdo foi depositada
sobre um grid de cobre com filme de Formvar (300 mesh) e deixada secar por 48 h.
Finalmente, a analise de MET foi realizada em um microscopio Jeol JEM-1200 Ex I,
operando com uma tensao de 80 kV.

O software Origin 7.5 foi utilizado para graficar os histogramas de distribuicdo de
tamanhos das AgNPs, que por sua vez foram determinados com o auxilio do software Image
Tool for Windows. Para a construcdo desse histograma foram realizadas aproximadamente

200 contagens.

3.3 Preparacéo e Caracterizacéo dos Filmes com AgNPs

Os filmes foram depositados em laminas de vidro para os testes microbioldgicos e
para a caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo molecular na regido do ultravioleta e
visivel (UV-Vis), em poliestireno para anélise de MET, e em silicio para as analises de
espectroscopia de emissdo Optica por descarga luminescente (GD-OES) e espectrometria de

retroespalhamento Rutherford (RBS).

3.3.1 Limpeza dos Substratos

Os substratos utilizados para a deposi¢do dos filmes foram inicialmente esfregados,
um a um, com algoddo e detergente, sendo posteriormente colocados em um ultrassom
(Unique USC 1400) contendo Extran neutro a 10% (v/v) por 10 min. Em seguida, 0s mesmos
foram sonificados por 3 min em uma solugdo de NaOH 1,0 mol/L, e novamente em acetona
por mais 10 min. Ao término de cada etapa, os substratos foram enxaguados abundantemente
com agua destilada. Para a secagem, os mesmos foram colocados em uma estufa (Nova Etica
420-1D) a 50°C, por um periodo de 1 h.

3.3.2 Preparacéo dos Filmes com AgNPs

A montagem dos filmes foi feita em um equipamento NanoStracto Sequence, de
acordo com o fluxograma apresentado na Figura 11.

Os substratos de vidro foram inicialmente imersos em uma solugédo aquosa de PAH na
concentracdo de 1,0 x 10 mol/L (baseada na massa molar do polimero) durante 15 min

sendo, em seguida, retirados da solucéo e lavados por imersdo em agua deionizada durante 2,
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1 e 1 min, consecutivamente. Na sequéncia, 0s mesmos foram imersos em outra solucéo
aquosa de PAA de mesma concentracdo, durante 15 min, sendo lavados em agua deionizada

de maneira andloga ao que foi descrito anteriormente.
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Figura 11. Fluxograma esquematico da preparacdo dos filmes.

As multicamadas foram obtidas a partir de solugfes aquosas compostas por
(PAH,/PAA, )20, onde x e 4,0 sdo os valores de pH das solucdes do polication e do polianion
durante a montagem dos filmes, respectivamente; e 20 é o numero de camadas. Os filmes
foram preparados para duas combinagfes de experimentos: (PAH40/PAA40)0 €
(PAHgo/PAA4)20. A escolha do pH das solugdes e da quantidade de camadas foi feita com
base em trabalhos anteriores (Machado et al., 2011), em que se observou que para filmes
produzidos com os mesmos polieletrélitos, e em condigdes semelhantes, nanoparticulas de
ouro concentravam-se preferencialmente na superficie dos mesmos.

Ap0s a preparacao, os filmes foram imersos nas solu¢Ges de AgNPs (em pH =3,0 e

pH = 6,0) por um periodo de 1 h, sendo em seguida enxaguados em agua deionizada durante
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30 s. A incorporacdo das AgNPs foi realizada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
assim como a secagem dos mesmos, por um periodo de 24 h.

Visando minimizar a solubilidade dos filmes em meio aquoso, 0os mesmos foram
reticulados através da imersdo em uma solucdo aquosa de glutaraldeido 2,5% (v/v) por 30
min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo em seguida enxaguados em &gua
deionizada durante 30 s e secos ao ar e ao abrigo da luz por um periodo de 24 h. Ao término

da etapa de preparacdo, os filmes apresentaram uma area de aproximadamente 14,3 cm?.

3.4 Teste de Difusdo em Agar

Os ensaios microbioldgicos foram realizados em placas de Petry com &gar nutriente
(HIMEDIA) e agar estoque. A eficacia antimicrobiana foi testada sobre a inibicdo do
crescimento de Escherichia coli (ATCC — 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC — 25923).

As amostras das culturas dessas duas bactérias foram inicialmente diluidas em uma
solucdo salina peptonada 0,1% (m/v). Em seguida, foram adicionadas al¢adas de cada micro-
organismo em tubos separados, cada um contendo uma solucdo salina, até se obter uma
turvacdo compativel a escala 0,5 de McFarland, de densidade celular bacteriana em torno de
1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL).

As suspensfes das duas bactérias foram entdo espalhadas de forma homogénea
(Figura 12) no meio de cultura de cada placa de Petry para que os filmes pudessem ser
depositados na parte superior do agar (Figura 13), sendo posteriormente incubados em uma
estufa bacteriolégica (Quimis Q-317B) a uma temperatura de 37°C, por um periodo de 48 h.

Figura 12. Imagem do espalhamento da solucéo de bactérias sobre o agar.
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Figura 13. Imagem da colocag&o da Idmina de vidro sobre o 4gar.

Apds o periodo de incubacdo, as placas de Petry foram analisadas com o objetivo de se
avaliar a inibicdo do crescimento bacteriano nas amostras, através da formagdo de halos ao
redor, sob e sobre os filmes.

Os ensaios microbioldgicos preliminares foram realizados em agar estoque, utilizando-
se apenas a cultura de E. coli, e um tempo de imersdo nas solugdes coloidais de prata (em
pH = 3,0 e pH = 6,0) de 1 h. Os filmes avaliados nestes primeiros ensaios encontram-se
listados na Tabela 1.

Apos a finalizagdo destes primeiros testes, foram realizados novos ensaios
microbioldgicos utilizando-se apenas o ultimo filme (assinalado em “verde” na Tabela 1),
tendo em vista que o mesmo apresentou 0 melhor resultado em termos de inibicdo com
relacdo aos demais filmes avaliados. Para esses novos ensaios, o tempo de difusdo das AgNPs
nos filmes foi de 1, 2 e 4 h; o &gar utilizado foi o do tipo nutriente; e 0s micro-organismos
testados foram a E. coli e 0 S. aureus.

Os &gares estoque e nutriente sdo utilizados como meios de cultura em geral. O agar
estoque é composto por peptona bacterioldgica, extrato de levedura, extrato de carne, cloreto
de sodio, fosfato de sodio dibasico e &gar. Para a preparacdo desse meio de cultura deve-se
pesar 0s constituintes em um recipiente adequado e adicionar o volume correspondente de
agua, deixar a mistura em repouso por 15 min e, em seguida, aquecer a mesma até a completa
dissolugcdo. Em seguida, o pH é ajustado para 7,4 + 0,2 e a solucdo é distribuida em frascos
identificados. Por fim, o meio de cultura é autoclavado a 121 + 1°C durante 15 min. A

preparacdo do agar nutriente € realizada de forma anéloga a do &gar estoque, sendo este
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composto basicamente pelos mesmos componentes do agar estoque, porém em concentracdes

diferentes, com excecdo do fosfato de sédio dibasico que ndo é utilizado na mistura. A

validade de ambos os agares é de trés meses.

Tabela 1. Descricdo dos filmes utilizados nos ensaios microbiol6gicos.

Filme AgNPs pH da solucdo de AgNPs  Reticulacdo com glutaraldeido
(PAH4o/PAAs)  Nio - NZo
(PAH,o/PAAs0)0  Néo - Sim
(PAH4o/PAAs0)e  Sim 3,0 Nao
(PAH4o/PAAs0)0  Sim 3,0 Sim
(PAH4o/PAAs0)e  Sim 6,0 Nao
(PAH4o/PAAs0)0  Sim 6,0 Sim
(PAHgo/PAAs0)0  Néo - Nao
(PAHgo/PAAs0)0  Néo - Sim
(PAHg o/PAAL0)20 Sim 3,0 Néo
(PAHgo/PAAL)  Sim 3,0 Sim
(PAHg o/PAA40)20 Sim 6,0 Néo
(PAHgo/lPAAs0)0  Sim 6,0 Sim

3.5 Caracterizacao dos Filmes com AgNPs

Os filmes com AgNPs foram caracterizados por meio das técnicas de espectroscopia

de absorcéo molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), espectroscopia de emissédo

oOptica por descarga luminescente (GD-OES), espectrometria de retroespalhamento Rutherford

(RBS) e microscopia eletrdnica de transmissao (MET).

As amostras foram identificadas com a sigla ABC, onde A e B representam os valores

de pH das solucbes de PAH e PAA durante a montagem dos filmes, respectivamente; e C é a

quantidade de horas de imersdo dos filmes em solugéo de AgNPs.
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3.5.1 UV-Vis

Os filmes foram analisados em um espectrofotdmetro Thermo Scientific Evolution 60
na faixa de comprimento de onda situada entre 200 e 800 nm. As andlises foram realizadas
somente para os filmes (PAH,0/PAA40)20 € (PAHgo/PAA4p)20, imersos em solucdo de prata
em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados com glutaraldeido. O branco foi medido com uma

lamina de vidro contendo apenas os filmes de PAH/PAA reticulados com glutaraldeido.

3.5.2 GD-OES

A anélise de GD-OES foi utilizada para verificar a presenca de Ag nos filmes. A
analise permite identificar em profundidade todos os elementos quimicos que constituem o
material.

As medidas foram realizadas em um equipamento Horiba GD Profiler 2 do
Laboratdrio de Propriedades Nanomecénicas da UCS. Anteriormente a anélise das amostras, 0
equipamento foi calibrado com aluminio.

A cada nova medida foi efetuada a limpeza do anodo do equipamento. O tempo de
ensaio para cada amostra foi de 30 s. As andlises foram realizadas somente para os filmes
(PAH,0/PAA40)20 € (PAHgo/PAAL0)20, iMmersos em solucdo de prata em pH = 6,0 por 1, 2 e

4 h e reticulados com glutaraldeido.

3.5.3RBS

Essa técnica foi utilizada para estimar a concentracéo (em atomos/cm?) e a distribuico
das AgNPs nos filmes.

As medidas foram realizadas em um acelerador de ions tipo Tandem de 3,0 MeV,
utilizando um feixe de ions monoenergético de He" de 2,0 MeV e um angulo de deteccio de
retroespalhamento de 165° no Laboratério de Implantacdo I6nica do Instituto de Fisica da
UFRGS.

As andlises foram realizadas somente para os filmes (PAH;0/PAAs0)20 €
(PAHg o/PAA, )20, imersos em solucdo de prata em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados com

glutaraldeido.

3.54 MET
Essa técnica foi utilizada para avaliar a distribui¢do e o tamanho das AgNPs nos filmes

automontados de PAH/PAA. As analises foram realizadas apenas com o filme
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(PAHg o/PAA, )20, iMmersos em solugdo de prata em pH = 6,0 por 4 h e reticulados com
glutaraldeido.

As amostras foram inicialmente embutidas em resina epdxi e curadas em uma estufa a
60°C, por um periodo de 24 h. Em seguida, as amostras foram trimadas com uma faca de
vidro e, em seguida, secgdes transversais ultrafinas foram obtidas usando uma navalha de
diamante Diatome com 45°, a temperatura ambiente. As secc¢des ultrafinas de cerca de 80 nm
de espessura foram coletadas e imediatamente depositadas sobre grids de cobre (200 mesh),
sendo posteriormente analisadas em um microscopio eletrénico de transmissdo FEI Morgagni
268D com tensdo de aceleracdo de 80 kV.

A preparacdo dos filmes para a analise de MET, bem como a aquisi¢do das imagens,
foi realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

O software Origin 7.5 foi utilizado para graficar os histogramas de distribuicdo de
tamanhos das AgNPs, que por sua vez foram determinados com o auxilio do software Image
Tool for Windows. Para a construcdo desse histograma foram realizadas aproximadamente

200 contagens.

3.6 Tratamento Microbioldgico de Efluente Industrial para Reuso
3.6.1 Contagem de Coliformes Totais

A contagem de coliformes totais foi realizada no Laboratério de Anélise e Pesquisa
em Alimentos (LAPA) da UCS, de acordo com a Instrugdo Normativa n® 62 de 26 de agosto
de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 2003).

O método baseia-se na inoculagdo das diluigdes desejadas das amostras sob teste em
agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA), e posterior contagem das coldnias
suspeitas. O agar cristal violeta vermelho neutro bile apresenta em sua composi¢do sais
biliares e cristal violeta, responsaveis pela inibicdo de micro-organismos Gram-positivos e
vermelho neutro (um indicador de pH) que revela a fermentacdo da lactose pelos micro-

organismos presentes.

3.6.2 Utilizagdo dos Filmes com AgNPs no Tratamento de um Efluente Industrial

A avaliagédo da eficiéncia bactericida, frente a um efluente industrial para reuso, foi
realizada utilizando-se apenas o filme (PAHgo/PAA,0)20 imerso em solugdo de AgNPs em
pH = 6,0 por 4 h e reticulado com glutaraldeido.

No primeiro ensaio, 0s substratos de vidro contendo esse filme foram inicialmente

colocados em erlenmeyers de 500 mL (um por frasco). Em seguida, os mesmos foram
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recobertos com 250 mL de um efluente industrial que apresentava uma contagem total de
coliformes de 900 UFC/mL, pH igual a 7,1 e os parametros apresentados na Tabela 2. Na
sequéncia, os erlenmeyers foram agitados em uma mesa orbital a 180 rpm por intervalos de
tempo de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 min, respectivamente. Ao término deste
procedimento, as amostras de efluente foram acondicionadas em frascos &mbar, previamente

sanitizados e esterilizados, e encaminhados ao LAPA para uma nova contagem.

Tabela 2. Parametros do efluente industrial utilizado no primeiro ensaio do tratamento de

efluente industrial para reuso.

Parametro Quantidade (mg/L)
Cobre total 0,0068
Cromo total 0,018
DBO 16
DQO 54,9
Fosforo total 0,28
Nitrogénio amoniacal 2,33
Nitrogénio total Kjeldahl 3,79
Oleos e graxas minerais <1
Solidos sedimentaveis <0,1
Sélidos suspensos totais 19
Zinco total 0,09

Visando avaliar também a possivel reutilizacdo desses filmes, foi realizado um
segundo ensaio, porém considerando-se apenas os tempos em que foram observados 0s
maiores percentuais de reducdo de coliformes totais no primeiro ensaio (ou seja, em 5, 10, 15,
30 e 120 min, respectivamente). O efluente utilizado para a realizacdo deste segundo ensaio
possuia uma contagem de coliformes totais de 1300 UFC/mL, pH igual a 6,7 e os parametros
descritos na Tabela 3.

Os substratos de vidro utilizados neste segundo ensaio foram reaproveitados, sendo

colocados, ap6s a lavagem com agua deionizada e imediatamente ao término de cada tempo,
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em um novo erlenmeyer contendo o efluente industrial sem tratamento, pelo mesmo tempo e

sob as mesmas condicGes descritas anteriormente.

Tabela 3. Pardmetros do efluente industrial utilizado no segundo ensaio do tratamento de

efluente industrial para reuso.

Parametro Quantidade (mg/L)
Cobre total 0,013
Cromo total 0,0036
DBO 16
DQO 543,1
Fosforo total 0,067
Nitrogénio amoniacal 0,49
Nitrogénio total Kjeldahl 2,62
Oleos e graxas minerais <1
Sélidos sedimentaveis <0,1
Sélidos suspensos totais 6
Zinco total 0,113

3.6.2.1 Quantificacdo de Prata no Efluente Industrial

A prata lixiviada durante o tratamento do efluente industrial com o filme
(PAHg o/PAA, )20 foi quantificada por meio da técnica de espectrometria de emissdo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), utilizando o método 3120B do Standard
Methods 22st (Standard, 2012). O limite de deteccdo do método € de 0,001 mg/L.

A quantificagdo de prata presente no filme (PAHgo/PAA4p)0, anteriormente ao
tratamento do efluente, foi igualmente realizada. Para tanto, efetuou-se a dissolugdo desse
filme em HNO3 65% (v/v) por 24 h.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao das AgNPs
4.1.1 UV-Vis
Os espectros das solucBes coloidais de AgNPs obtidos em pH = 3,0 e pH = 6,0
(Figura 14) evidenciaram a presenca de uma unica banda de absorcao centrada em 395 nm e

393 nm, respectivamente.
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Figura 14. Espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis das AgNPs em pH = 3,0 e
em pH =6,0.

De acordo com a literatura, espectros dessa natureza podem fornecer informacdes
importantes a respeito do tamanho e da geometria das nanoparticulas estudadas (Pal et al.,
2007). Geralmente, uma banda de absor¢do em torno de 400 nm indica a presenca de AgNPs
de formato esférico (Noguez, 2007). Essa constatacdo foi corroborada pela analise de MET
(item 4.1.2), onde foi possivel observar nanoparticulas com esse formato.

A absorvéancia da solucéo coloidal de prata em pH = 3,0 é maior, pois ao reduzir o pH
da solucdo, a densidade de carga negativa (citrato) presente ao redor das nanoparticulas
também € reduzida, conforme ilustra a Figura 15. Dessa forma, as mesmas ficam mais
susceptiveis a interacdo com a radiacdo UV, o que faz com que a absorvancia seja maior do

que em pH =6,0.
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Figura 15. Representacdo das AgNPs estabilizadas por citrato de sédio em: (a) pH = 6,0 e
(b) pH = 3,0.

4.1.2 MET

A Figura 16 apresenta as imagens de MET das AgNPs em pH = 3,0 e pH = 6,0. Como
pode ser observado, as AgNPs encontram-se menos aglomeradas em pH = 6,0 do que em
pH = 3,0. Isto ocorre porque, & medida que a concentra¢io de ions HsO" aumenta (menor
valor de pH), a densidade de carga sobre os ions citrato diminui, fazendo com que as AgNPs
fiquem menos estabilizadas (Bao et al., 2005) e consequentemente mais aglomeradas. Além
disso, as nanoparticulas de ambas as solucdes apresentaram formato esférico e o diametro
médio das AgNPs em pH = 6,0 foi de aproximadamente 28 nm, como pode ser observado no

histograma da distribuicdo de tamanhos da Figura 16b.
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Figura 16. Imagem de MET das AgNPs em: (a) pH = 3,0 e (b) pH = 6,0. O inset em (b)
representa o histograma da distribuicdo de tamanhos das AgNPs.
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4.2 Teste de Difusdo em Agar

Como foi mencionado anteriormente, apenas o sistema (PAHg o/PAA40)20 com AgNPs
em pH = 6,0 e reticulado com glutaraldeido apresentou halo que sugere inibicdo no
crescimento do micro-organismo E. coli (bactéria Gram-negativa). Esse resultado preliminar
mostrou que a incorporagdo das AgNPs nos filmes depende tanto do pH da solucéo coloidal
de prata, como do pH das solu¢des dos polieletrdlitos.

Além disso, o segundo conjunto de ensaios mostrou que os filmes com AgNPs
apresentam igualmente ac&o inibitoria contra bactérias Gram-positivas, como é o caso do S.
aureus. De modo geral, a maior atividade de inibic&o foi observada nos filmes testados contra
a bactéria E. coli, uma vez que micro-organismos Gram-negativos apresentam uma camada de
peptidoglicanos a nivel de parede celular muito menos espessa do que 0S micro-organismos
Gram-positivos, o que acaba facilitando a entrada e consequentemente a migragdo das AgNPs
para o interior da E. coli, aumentando a eficiéncia de inibicdo (Durén et al., 2010).

Uma vez que a area de contato dos substratos de vidro com o agar é muito pequena,
devido a fina espessura das mesmas, os halos formados nas placas de Petry sdo discretos
(Figura 17), tendo em vista que provavelmente ndo ocorreu a lixiviagdo de prata neste teste
(Li et al., 2006).

Figura 17. Imagem do teste de difusdo em agar do filme (PAHgo/PAA40)20, imerso por 1 h

em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 e reticulado com glutaraldeido.
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Os filmes (PAHgo/PAA40)0 imersos em solucdo de AgNPs a pH = 3,0 ndo
apresentaram atividade bactericida, pois nessas condicbes as AgNPs estdo menos
estabilizadas pelos anions citrato, o que acaba dificultando a incorporacdo das mesmas no
PEM (Machado et al., 2011).

A atividade bactericida também é pouco evidenciada nos filmes (PAH;0/PAA0)20,
pois nessas condicdes os grupos —NH;* do PAH estdo totalmente interligados
eletrostaticamente com os grupos —COO™ do PAA, ndo restando grupos —NHs" livres para
promover interacfes com as cargas negativas da solugdo coloidal de prata (Decher e
Schlenoff, 2002; Choi e Rubner, 2005), o que reduz a incorporagdo das AgNPs nos filmes
finos. Na Figura 18 pode-se visualizar a formacdo de um pequeno halo ao redor do slide que
contém o filme (PAH;,0/PAA4 )20, imerso por 1 h em solucdo de AgNPs em pH = 3,0, porém
o resultado ndo foi o esperado, uma vez que houve um crescimento consideravel da col6nia de

bactérias embaixo da lamina de vidro, levando ao deslocamento da mesma.

Figura 18. Imagem do teste de difusdo em agar do filme (PAH40/PAA40)20, imerso por 1 h
em solucdo de AgNPs em pH = 3,0 e reticulado com glutaraldeido.

Finalmente, os ensaios microbiol6gicos mostraram igualmente que o tempo de
incorporacdo das AgNPs interfere diretamente na atividade bactericida dos filmes. Um maior
tempo de imersdo em solugdo coloidal de prata potencializa a a¢do bactericida, devido a uma
maior incorporacdo de nanoparticulas. O teste realizado ap6s a difusdo das AgNPs por 4 h
apresentou uma maior transparéncia em relacdo aqueles de 1 e 2 h, tanto para E. coli (Figuras
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193, 19b e 19c) como para S. aureus (Figuras 19d, 19e e 19f), praticamente néo

evidenciando crescimento de nenhuma cepa bacteriana sob e sobre o slide.
r

Figura 19. Resultado do ensaio microbiolégico para o filme (PAHgo/PAA40)20 com AgNPs
em pH = 6,0 e reticulado com glutaraldeido: (a) imersdo por 1 h; (b) imersdo por 2 h; (c)
imersdo por 4 h em solucdo de AgNPs contra E. coli; (d) imersé&o por 1 h; (e) imerséo por 2 h;

(f) imers&o por 4 h em solugdo de AgNPs contra S. aureus.

4.3 Caracterizacao dos Filmes com AgNPs
4.3.1 UV-Vis

Os espectros de absorcdo molecular na regido do UV-Vis dos filmes
(PAHg o/PAA, ()20 imersos em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados
com glutaraldeido (Figura 20) mostram a presencga de uma unica banda de absorcdo centrada
em 423, 427 e 433 nm, respectivamente. A presenca da banda de absorcdo caracteristica da
prata em torno de 400 nm (Revina et al., 2001; Pal et al., 2007) evidencia a incorporacgéo de
AgNPs nos filmes produzidos.

A absorvéncia do filme imerso em solucdo de AgNPs por 4 h apresentou a maior
intensidade, conforme era esperado. No entanto, a absorvancia do filme imerso em solucgéo de
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AgNPs por 2 h apresentou intensidade menor do que a do filme que foi imerso em solucdo de
AgNPs por 1 h.

Ao permanecer por apenas 1 h na solucdo de prata, ocorre a incorporagdo superficial
das AgNPs no filme, ndo havendo tempo para as nanoparticulas migrarem para as camadas
mais internas. Na imerséo por 2 h, as AgNPs iniciam a migragdo nas camadas do filme, mas
como a Ultima camada depositada (PAA) é também carregada negativamente, ocorre a
repulsdo entre as cargas de mesmo sinal e as AgNPs acabam sendo repelidas pelo filme
reduzindo, inclusive, sua incorporacdo na superficie. Quando a imersdo é de 4 h, as AgNPs
migram para as camadas mais internas chegando até a camada de PAH, que é carregada
positivamente, e ocorrem interacdes entre as AgNPs e os grupos —NHs" livres do PAH,

ocasionando assim uma maior incorporacdo de prata nos filmes.
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Figura 20. Espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis dos filmes

(PAHg o/PAA, )20, imersos em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados

com glutaraldeido.

Os espectros de absorcdo molecular na regido do UV-Vis dos filmes
(PAH,0/PAA, )20, imersos em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados
com glutaraldeido (Figura 21), apresentam uma banda em 450, 483 e 465 nm,

respectivamente. Embora essas bandas ndo sejam tdo bem definidas como para o filme
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(PAHgo/PAA,p), as mesmas encontram-se igualmente na regido de absorcao caracteristica da
prata, 0 que sugere que a incorporacdo das AgNPs também aconteceu.

A menor intensidade de absorcdo visualizada nos espectros da Figura 21, em
comparagdo aos da Figura 20, comprovam que ocorreu uma menor incorporacdo das AgNPs
nos filmes em que ambos os polieletrélitos apresentam pH = 4,0. Esse comportamento €
explicado, uma vez que nesse pH os grupos —NHs;" e —COO’ estdo totalmente interligados
eletrostaticamente no restando grupos —NHs;" no PAH para promover a interagio com as
AgNPs (Choi e Rubner, 2005). Ainda, nessa condicdo de pH, os filmes formados sdo mais
finos do que em pHs distintos (8,0/4,0), pois as cadeias do PAH estdo em uma conformacéo
mais linear do que em pH superior. Dessa forma, a superficie para a incorporacdo das AgNPs

é reduzida, o que justifica a ndo formacao de halos de inibi¢cdo nos ensaios microbioldgicos.
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Figura 21. (a) Espectros de absor¢cdo molecular na regido do UV-Vis dos filmes
(PAH,0/PAA4 )20, imersos em solugdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados

com glutaraldeido. (b) Detalhe de (a) para melhor visualizagdo dos picos.
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4.3.2 GD-OES
Os perfis de concentracdo de prata, bem como do filme polimérico nas amostras

produzidas, estdo representados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22. (a) Perfil de concentracdo de prata dos filmes (PAHgo/PAA, ()20, iIMeErsos em
solucédo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados com glutaraldeido. (b) Detalhe de

(a) para melhor visualizacéo do filme polimérico e das AgNPs.
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Na Figura 22a, o filme polimérico pode ser visualizado no tempo de sputtering de 1,0
a 50 s. Apds 5,0 s, ocorre a identificacdo do substrato de silicio e a tensdo do filme
polimérico diminui. Comparando as Figuras 22a e 23a, pode-se concluir que o filme
produzido em pHs distintos (8,0/4,0) possui maior espessura em relacdo ao filme produzido
em pHs iguais (4,0/4,0), o que é corroborado pela Figura 6 que representa a conformacéo dos
polieletrolitos no filme.

Ao analisar a Figura 23a, pode-se verificar que o filme polimérico aparece no tempo
de sputtering de 0,8 a 2,0 s, momento em que o silicio (substrato utilizado na deposi¢do do
filme) aparece, evidenciando que a partir deste tempo ndo h& mais filme polimérico, restando
apenas o substrato.

Com relacdo a camada de prata presente nas amostras, as Figuras 22b e 23b mostram
que para ambos os filmes (PAHgo/PAA40)20 € (PAH,0/PAA40)20 a camada de prata formada
concentra-se em sua maior parte na superficie do filme. Para o sistema em que os pHs séo
iguais, verifica-se que a tensdo da prata apresenta valores maiores para o filme que ficou 4 h
imerso em solucdo de prata, seguido dos filmes imersos por 2 e 1 h, respectivamente. Ja para
0 sistema em que os pHs dos polieletrdltios sdo distintos (8,0/4,0), observa-se 0 mesmo
comportamento apresentado pela técnica de UV-Vis. A maior tensdo de prata é apresentada
pelo filme imerso por 4 h, seguido pelos filmes imersos por 1 e 2 h, respectivamente.

Comparando as tensdes de prata apresentadas nas Figuras 22b e 23c, que sdo um
detalhe das Figuras 22a e 23a, respectivamente, torna-se evidente que nos filmes para o
sistema (PAHgo/PAA,0)20 0correu maior incorporacdo de AgNPs do que nos filmes para o
sistema (PAH40/PAA4)20, pois em pHs iguais, a protonacdo dos polieletrélitos propicia a
interacdo entre os grupos funcionais do PAH e PAA, diminuindo a densidade de carga no

filme, o que dificulta a incorporacdo das AgNPs.
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Figura 23. (a) Perfil de concentracdo de prata dos filmes (PAH40/PAA4()20, iIMersos em
solugdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados com glutaraldeido. (b) Detalhe de
(a) para melhor visualizacéo do filme polimérico (continua na pagina seguinte).
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Figura 23. Continuacdo. (c) Detalhe de (a) para melhor visualiza¢do das AgNPs.

4.3.3 RBS

A Figura 24 apresenta a concentracdo de atomos de prata por cm? dos filmes
(PAHg o/PAA,0)20 € (PAH40/PAA0)20, imersos em solucdo de AgNPs em pH =6,0 por1,2e
4 h e reticulados com glutaraldeido.

As amostras do sistema (PAH40/PAA40)20 apresentaram uma menor quantidade de
atomos de prata em cada tempo de imersdo, quando comparadas as amostras do sistema
(PAHg o/PAA, )20, corroborando as andlises de UV-Vis e GD-OES. A U(nica excegdo
observada foi para a amostra 442. A explicacdo para este resultado é que quando 0s
polieletrolitos PAH e PAA estdo combinados em multicamadas, em pHs iguais (4,0/4,0), ndo
existem grupos funcionais livres para interagir com as cargas negativas das AgNPs. Dessa
forma, as AgNPs ndo conseguem entrar nas multicamadas dos filmes, mas também néo sédo
repelidas. Assim, a incorporacdo das AgNPs ocorre de forma cumulativa: quanto maior o
tempo de imersdo, maior sera a quantidade de prata incorporada. Para o sistema em que 0s
pHs do PAH e do PAA sdo distintos (8,0/4,0), na imerséo por 2 h, as AgNPs sdo repelidas
pelos grupos &cidos do PAA (ultima camada depositada), conforme ja foi discutido na secéo
4.3.1.
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Figura 24. Densidade areal dos filmes (PAHgo/PAA40)20 € (PAH40/PAAL ()20, IMErsos em
solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 1, 2 e 4 h e reticulados com glutaraldeido.

Os valores para a densidade areal das AgNPs em cada amostra evidenciam que a
maior incorporagdo de AgNPs ocorreu para o filme (PAHgo/PAA40)20 com AgNPs em
pH = 6,0, através da imersdo por 4 h em solucdo coloidal de prata e reticulado com
glutaraldeido. Esses resultados justificam a maior eficiéncia bactericida observada com o

aumento do tempo de incorporacdo da solucdo de AgNPs.

4.3.4 MET
A técnica de MET foi utilizada para avaliar a morfologia e distribuicdo das AgNPs nos

filmes automontados. A Figura 25 mostra apenas a seccdo transversal do filme
(PAHgo/PAA, )20, imerso em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulado com
glutaraldeido.

Como pode ser observado, as AgNPs encontram-se distribuidas de maneira aleatéria
(ndo uniforme) e estdo ligeiramente mais “concentradas” na superficie do filme analisado.
Além disso, a imagem de MET revela a presenca de alguns aglomerados de nanoparticulas

(pontos maiores e mais escuros) e que as AgNPs possuem formato esférico e um didmetro
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médio de aproximadamente 30 nm, que é similar ao tamanho das AgNPs em pH = 6,0
(Figura 16 b).

40

Contagens

18 21 24 27 30 33 36 39 42 45

Diametro (nm)

Figura 25. Imagem de MET do filme (PAHgo/PAA,0)20, imerso em solucdo de AgNPs em
pH = 6,0 por 4 h e reticulado com glutaraldeido. O inset ao lado representa o histograma da

distribuicdo de tamanhos das AgNPs no filme analisado.

4.4 Tratamento Microbiolédgico de Efluente Industrial para Reuso
4.4.1 Utilizacdo dos Filmes com AgNPs no Tratamento de um Efluente Industrial

O filme (PAHgo/PAA4p)0 foi escolhido para ser utilizado no tratamento de um
efluente industrial para reuso pelo fato de ter apresentado o melhor resultado em termos de
eficiéncia bactericida nos testes de difusdo em agar, bem como por ter incorporado a maior
quantidade de prata, de acordo com os resultados de caracterizacdo que serdo discutidos a
sequir.

Em um primeiro ensaio, os filmes produzidos foram imersos em 250 mL de efluente
industrial para reuso em diferentes tempos de contato. No final do tratamento, procedeu-se a
contagem dos coliformes totais em cada um dos ensaios realizados. A influéncia do tempo de
contato dos filmes no percentual de remocdo de coliformes totais pode ser visualizada na
Figura 26. E possivel observar que apds 5 min ocorreu uma reducio de aproximadamente
27% dos coliformes presentes na amostra inicial (efluente sem tratamento). Ap6s 15 min,
mais da metade dos micro-organismos haviam sido eliminados e, apds 360 min, em torno de

89,6% dos coliformes foram removidos.
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Figura 26. Influéncia do tempo de contato dos filmes (PAHg o/PAA4 )20, imersos em solugédo
de AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulados com glutaraldeido, na remocdo de coliformes

totais do efluente industrial.

A Figura 27 mostra o percentual de remocdo dos coliformes em cada tempo, bem
como os resultados da remoc¢do na reutilizacdo em um segundo ensaio. Como pode ser
observado, os valores de remog¢éo no segundo ensaio (Figura 27) sdao muito semelhantes aos
encontrados no primeiro ensaio (Figura 26).

No segundo ensaio, verificou-se que quando os filmes foram reutilizados, a remogéo
de coliformes foi maior do que na primeira utilizagcdo, uma vez que a quantidade de prata

lixiviada é superior aquela da primeira utilizacéo.



62

100

1 [_] Primeira utilizagio

_| I Reutilizagdo

N Y D o]

o o o o
\\ | |

\\

Remocéo de coliformes totais (%)
oo
1

ol

10 30 120
Tempo de contato (min)

Figura 27. Influéncia do tempo de contato do filme (PAHgo/PAA4 )20, imerso em solucdo de
AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulado com glutaraldeido, na remocéo de coliformes totais

do efluente industrial em uma primeira utilizagdo e na reutilizacao.

4.4.1.1 Quantificagédo de Prata no Efluente Industrial

A Tabela 4 apresenta os resultados referentes a concentracdo de prata no efluente
industrial para reuso, no primeiro ensaio realizado, apds o tratamento do mesmo com o filme
(PAHg o/PAA, )20, imerso em solucdo de AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulado com
glutaraldeido.

Como pode ser observado, o efluente bruto ndo possui prata na sua composicéao e,
além disso, os filmes produzidos nesse trabalho possuem atividade bactericida sobre os
coliformes, tanto através do contato como pela lixiviacdo da prata no efluente, uma vez que
no tempo de 5 min apesar de ndo ocorrer lixiviagdo de prata, 26,7% dos coliformes foram
removidos. Nos tempos seguintes, a lixiviacdo ocorreu, mas foi pequena chegando ao maximo
de 0,003 mg/L ap6s 360 min de tratamento, 0 que representa apenas 3% da quantidade
méaxima de prata permitida por lei em efluentes para reuso (Brasil, 2011).

A quantificacdo total de prata presente nos filmes produzidos foi realizada para

verificar o percentual de prata que é lixiviado em cada teste, bem como para avaliar a
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possibilidade de reutilizagdo dos filmes em novos tratamentos de efluentes. A quantidade de

prata presente em um filme néo utilizado foi de 0,058 mg/L.

Tabela 4. Concentracdo de prata no efluente industrial para reuso ap6s o tratamento com o
filme (PAHg,olpAA4,o)20.

Tempo (min) Quantidade de prata (mg/L)
0 <LD.*
5 <L.D.
10 0,001
15 0,001
30 0,002
45 0,002
60 0,002

120 0,002
240 0,002
360 0,003

*L.D.: limite de deteccdo do método

No primeiro ensaio realizado verificou-se que apenas 5% da prata total do filme foi
lixiviada ap6s 360 min. Dessa forma realizou-se um segundo ensaio, utilizando apenas 0s
tempos em que foram observados os maiores percentuais de reducdo de coliformes totais.
Além de uma primeira utilizacdo, os filmes foram reutilizados para avaliar a eficiéncia
bactericida, bem como a quantidade de prata lixiviada no efluente tratado em um processo de
reutilizacéo.

Os resultados da Tabela 5 mostram que na reutilizagdo dos filmes houve maior
lixiviagdo de prata do que na primeira utilizacdo. 1sso se deve ao fato de que no ensaio em que
0s substratos foram reutilizados, o filme encontra-se inchado devido ao contato com o
efluente, o que provavelmente facilita esse processo. Dessa forma, para um mesmo tempo de
imersdo dos filmes no efluente, a remocéo dos coliformes foi superior quando os filmes foram

reutilizados.
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Tabela 5. Concentracéo de prata no efluente industrial para reuso na primeira utilizacdo e na

reutilizacéo dos filmes.

Tempo Quantidade de prata (mg/L) Quantidade de prata (mg/L)
(min) Primeira utilizacdo Reutilizacdo
0 <LD.* <L.D.
5 <L.D. <L.D.
10 0,002 0,002
30 0,002 0,003
120 0,002 0,003

*L.D.: limite de deteccdo do método
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram produzidos e caracterizados filmes de poli(hidrocloreto de
alilamina) (PAH) e poli(acido acrilico) (PAA) com nanoparticulas de prata (AgNPs), visando
0 desenvolvimento de um novo material que pudesse ser utilizado como agente bactericida no
tratamento microbioldgico de efluentes industriais para reuso.

Em geral, a incorporacao das nanoparticulas nos filmes foi dependente tanto do pH da
solucéo coloidal de prata, como do pH das solugdes dos polieletrolitos, conforme mostraram
os resultados das analises de caracterizagéo.

Dentre todos os sistemas avaliados, o filme (PAHgo/PAA40)20 imerso em solugdo de
AgNPs em pH = 6,0 por 4 h e reticulado com glutaraldeido, foi aquele que apresentou a maior
atividade bactericida, tanto em rela¢do a micro-organismos Gram-positivos (S. aureus) como
Gram-negativos (E. coli). A maior inibi¢do, entretanto, foi observada para a E. coli que
apresenta uma camada de peptidoglicanos menos espessa do que a S. aureus.

O tratamento do efluente industrial para reuso com os filmes produzidos neste trabalho
reduziu em cerca de 90% a contagem total de coliformes presentes na amostra inicial, tanto
pelo contato como pela lixiviagédo de prata.

Finalmente, considerando-se a facilidade de aplicagdo, o baixo impacto ambiental, os
custos reduzidos e acdo inibidora satisfatdria, os filmes desenvolvidos neste trabalho
apresentam um grande potencial para serem utilizados como auxiliares no tratamento

microbioldgico de efluentes industriais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
A presente dissertacdo apresentou contribuicdes significativas para a gestdo
sustentavel da agua e sua reutilizacdo através do desenvolvimento de um material que pode
ser utilizado no tratamento microbioldgico de efluentes industriais para reuso.
Visando aprimorar ainda mais a qualidade do material que foi desenvolvido neste
trabalho, pretende-se realizar as seguintes a¢es no doutorado:
e Sintetizar AgNPs utilizando métodos diferentes do utilizado nesta dissertacdo e avaliar
a influéncia dessas novas nanoparticulas de prata (em termos de tamanho e
morfologia) frente a micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos;
e Avaliar a eficiéncia bactericida destas novas nanoparticulas de prata diante de outros
micro-organismos (Salmonella sp.; Enterobacter sp., entre outros);
e Avaliar a eficiéncia bactericida destas novas nanoparticulas de prata no tratamento
microbioldgico de diferentes tipos de efluentes industriais que contenham coliformes;
e Variar o numero de camadas dos polieletrélitos nos filmes, alterando a camada final
para PAH e verificar se a incorporagdo de AgNPs aumenta ou diminui;
e Auvaliar a vida util do material desenvolvido, reutilizando-o mais vezes em um mesmo

ensaio.
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