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RESUMO

Diferentes técnicas tém sido desenvolvidas para eliminar micro-organismos de
efluentes industriais e melhorar a sua qualidade final. Dentre elas, o uso de nanoparticulas de
prata (AgNPs) ancoradas em montmorilonita (MMT) tem demonstrado bons resultados. Neste
contexto, este estudo teve por objetivo preparar hibridos de alginato de s6dio (ALG) e MMT,
com AgNPs ancoradas, visando sua posterior aplicacdo na desinfeccdo de efluentes industriais
para dguas de reuso. Inicialmente, as AgNPs foram sintetizadas por meio da redugdo quimica
de fons prata com boroidreto de sdédio, na presenga de citrato de s6dio. Em seguida, uma
suspensdo contendo AgNPs, MMT e ALG foi preparada. Os hibridos de MMT-ALG-AgNPs
foram obtidos a partir do gotejamento da suspensdo em uma solugdo aquosa de cloreto de
célcio (4,0% m/v). As AgNPs, assim como os hibridos, foram caracterizados por meio das
técnicas de espectroscopia de absor¢cdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis),
microscopia eletrdnica de transmissio (MET) e de varredura (MEV), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e difracdo de raios X (DRX). O conjunto
de resultados confirmou a presenca da MMT, com as AgNPs ancoradas em formato esférico,
dispersa na matriz de alginato. Posteriormente, foi realizado o ensaio de difusdo em dgar com
dois tipos de micro-organismos (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) para se verificar o
potencial bactericida desses materiais. Os ensaios mostraram que houve a formacgio de zonas
de inibi¢do (ZOI) para ambas as bactérias. Os hibridos foram entéo utilizados na desinfeccao
de um efluente industrial e os resultados indicaram uma reducdo de 98,5% em termos de
coliformes totais. Por fim, o efluente industrial foi submetido a outro processo de desinfec¢ao
utilizando radiagdo ultravioleta (UV), que € muito comum no tratamento de dguas e efluentes,
com a finalidade de comparar os resultados obtidos pelos dois métodos. Verificou-se que o
percentual de remocdo de coliformes totais, em relagdo ao tempo de contato, foi
aproximadamente 16% maior no tratamento com os hibridos do que com a radiacdo UV,

confirmando o potencial do material para o objetivo proposto.

Palavras-chave: materiais hibridos, nanoparticulas de prata, desinfeccdo de efluentes

industriais, radiacdo ultravioleta, dguas de reuso.
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ABSTRACT

Different techniques have been developed to eliminate microorganisms from
industrial wastewater and improve its final quality for reuse. Among them, the use of silver
nanoparticles (AgNPs) anchored on montmorillonite (MMT) has shown good results. In this
context, the aim of this study was to prepare hybrid materials from sodium alginate (ALG)
and MMT, decorated with AgNPs, for application in the disinfection of industrial wastewater
for reuse. Initially, AgNPs were synthesized by chemical reduction of silver ions with sodium
borohydride in the presence of sodium citrate. Then, a suspension containing AgNPs, MMT,
and ALG was prepared. The hybrid MMT-ALG-AgNPs was obtained from dripping the
suspension in an aqueous solution of calcium chloride (4.0% w/V).The AgNPs and the
hybrids were characterized by UV-visible absorption spectroscopy (UV-Vis), transmission
electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), and X-ray diffraction (XRD).The set of results confirmed the presence
of MMT decorated with AgNPs of spherical shape dispersed in the ALG matrix. The
evaluation of the bactericidal potential of the hybrids was performed by the agar diffusion
assay with two types of micro-organisms (Escherichia coli and Staphylococcus aureus). The
tests evidenced the formation of a prominent zone of inhibition (ZOI) for both bacteria. The
hybrids were then used in the disinfection of an industrial wastewater. The results indicated a
reduction of up to 98.5% of total coliforms. For comparison bases, the industrial wastewater
was subjected to another disinfection process using ultraviolet radiation (UV), which is very
common in the treatment of water and wastewater. It was found that the removal of total
coliforms with the hybrids was approximately 16% higher than the UV radiation, thus

confirming the potential of these materials for the purpose of this work.

Keywords: hybrid materials, silver nanoparticles, industrial wastewater disinfection,

ultraviolet radiation, reuse.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo pela preservacdo do meio ambiente e a aprovagdo de leis
cada vez mais rigidas de responsabilidades sobre o descarte de residuos tém levado muitos
pesquisadores a desenvolverem produtos e processos com menor potencial poluidor. No
entanto, em alguns processos industriais, tais como a fabricacdo de artigos de cutelaria na
inddstria metaltrgica, a geracdo de poluentes € inevitivel. Assim, o desenvolvimento de
estudos especificos para minimizar os impactos ambientais que podem ser causados pelos
efluentes gerados neste tipo de processo industrial € de primordial importancia. O reuso de
dguas industriais tem sido incentivado no Brasil, uma vez que esta pratica traz indmeros
beneficios econdmicos e ambientais. No entanto, ndo existe ainda no pais uma legislacdo que
especifique os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos aceitdveis para esta prética.
Desta forma, esses pardmetros dependem da aplicacao futura da dgua a ser reutilizada (Brasil,
2005; Brasil, 2012).

O uso de nanoparticulas metélicas ancoradas em substratos sélidos tem um grande
campo de aplicacdo (baterias solares, catalisadores, fotocatalisadores, sensores, entre outros)
(Tokarsky et al, 2010). Na ultima década, as nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo
amplamente utilizadas como agentes bactericidas na desinfec¢do da dgua e no tratamento
microbiolégico de efluentes, devido a uma série de vantagens sobre os desinfetantes
tradicionais, tais como estabilidade quimica, seguranca para o utilizador e eficiéncia (Xu et
al., 2011).

As argilas possuem uma grande drea superficial, o que lhes confere boas propriedades
adsorventes. Portanto, a estrutura lamelar dos silicatos representa um excelente substrato para
a fixacdo de nanoparticulas metalicas (Tokarsky et al., 2010; Liu et al., 2012). Isso possibilita
que a montmorilonita (MMT), por exemplo, possa ser utilizada como material base para a
fixagdo de AgNPs em sua superficie. Além disso, materiais hibridos & base de MMT e AgNPs
podem ser uma alternativa pouco onerosa € muito interessante aos processos convencionais de
desinfeccdo utilizados no tratamento de efluentes para dguas de reuso (Praus et al., 2010;
Valaskova et al., 2010; Xu et al., 2011).

Alguns estudos foram realizados utilizando-se matrizes poliméricas de &cido
metacrilico, polivinilpirrolidona, poliamida 6,6 e polimetilmetacrilato como materiais de
suporte para as AgNPs (Gangadharan et al., 2010; Dallas, 2011). O alginato (ALG), que € um

biopolimero extraido principalmente das algas marrons, ¢ uma matriz polimérica que tem se
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destacado nesse cendrio e que vem sendo extensivamente testada na remocdo de
contaminantes presentes em meio aquoso (Liu et al., 2012).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivo preparar hibridos de
MMT-ALG-AgNPs, visando sua posterior aplicagcdo na desinfeccdo de efluentes industriais
para 4guas de reuso. Os hibridos foram inicialmente caracterizados com relagdo a sua
morfologia e estrutura por meio das técnicas de microscopia eletronica de transmissao (MET),
microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX) e espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Em seguida, foi avaliado o potencial
bactericida desses hibridos contra dois tipos de micro-organismos (Escherichia coli e
Staphylococcus aureus), utilizando-se o ensaio de difusdao em 4gar. Finalmente, os hibridos de
MMT-ALG-AgNPs foram utilizados na desinfec¢do de um efluente industrial e os resultados
obtidos nesta etapa foram comparados aqueles obtidos no tratamento do mesmo efluente com
radiacdo ultravioleta (UV). A quantificacio de prata total nos hibridos de MMT-ALG-AgNPs
e nos efluentes, antes e ap6s a desinfecgdo, foi realizada por espectroscopia de emissao

atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar hibridos de montmorilonita (MMT) e alginato de sédio (ALG),

com nanoparticulas de prata (AgNPs) ancoradas, visando a posterior aplicagdo dos mesmos na

remocdo de micro-organismos presentes em um efluente industrial para 4guas de reuso.

2.2 Objetivos especificos

=

1=

Sintetizar e caracterizar as AgNPs por meio das técnicas de espectroscopia de
absor¢do na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e microscopia eletronica de
transmissdo (MET) para a posterior utilizacdo na preparacdo dos hibridos de

MMT-ALG-AgNPs;

Preparar e caracterizar os hibridosde MMT-ALG-AgNPs por meio das técnicas de
MET, microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX) e

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR);

Avaliar o potencial bactericida dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs por meio da

técnica de difusdo em agar;

Aplicar os hibridos de MMT-ALG-AgNPs no processo de desinfeccdo de um

efluente industrial para dguas de reuso;

Quantificar a prata total presente nos hibridos de MMT-ALG-AgNPs e no

efluente industrial apds o processo de desinfeccio;

Comparar a eficiéncia de remog¢do dos coliformes totais pelos hibridos de MMT-

ALG-AgNPs em relagdo ao processo de desinfeccdo por radiacdo UV.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aguas de reuso

Diversas regides metropolitanas e industrializadas do Brasil sofrem com a escassez de
dgua, devido a degradacdo dos corpos hidricos, bem como com a crescente demanda no
abastecimento publico, industrial e agricola. Cerca de 80% da populagdo brasileira vive em
dreas urbanas, sendo que a maioria estd concentrada em 26 regides metropolitanas. Neste
contexto, politicas publicas vém sendo desenvolvidas com a finalidade de reduzir os impactos
decorrentes da poluicdo da agua, através do incentivo a reducdo do consumo e da geragéo de
efluentes (Matsumura, 2008).

Levando-se em consideracdo a crescente preocupagdo da sociedade com a qualidade
das dguas em fun¢@o do aumento da carga poluente langada nos corpos hidricos, em julho de
2012, o Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH) publicou a Mog¢ao n°® 61. Esta
mogdo recomenda a promogdo de acdes de ciéncia e tecnologia para melhoria de técnicas de
monitoramento e de tratamento de dgua de abastecimento e de efluentes, visando a remocao
de micropoluentes e eliminagdo de micro-organismos patogénicos emergentes.

O tratamento dos efluentes gerados na indtstria é atualmente uma prética obrigatdria,
prevista em ambito federal nas Resolucdes 357/2005 e 430/2011 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) (Brasil, 2005; Brasil, 2011) e, no Estado do Rio Grande do Sul,
na Resolucdo do Conselho Estadual de Meio Ambiente (CONSEMA) n°® 128/2006 (Rio
Grande do Sul, 2006).

As legislagdes relacionadas ao descarte de efluentes industriais nos Estados Unidos, na
Europa e no Brasil possuem algumas semelhancas. Em todas elas verifica-se que os
parametros para descarte variam de acordo com o potencial poluidor da atividade (Resende,
2012; Ferreira, 2012). Os pardmetros para descarte de efluentes industriais exigidos pela
Resolucio CONSEMA n° 128/2006 (Rio Grande do Sul, 2006) relacionados a coliformes

termotolerantes estdo apresentados na Tabela 1.



19

Tabela 1. Padroes de emissdo de efluentes que dependem da vazdo de lancamento (Rio

Grande do Sul, 2006).

Faixa de
vazio Nitrogénio total Kjeldahl Fésforo Coliformes termotolerantes
(m*¥/dia)
Nitrogénio Miximo
Concentracdo Eficiéncia K Concentracio Eficiéncia L Eficiéncia
NTK/L) NTK (%) amoniacal (mg PIL) %) permissivel %)
(mg “ (mgNam.J/L) g 7 (NMP/100mL) ’
Q<100 20 75 20 4 75 103 95
100<Q< "
20 75 20 3 75 10 95
1000
1000<Q 4
15 75 20 2 75 10 95
<10000
10000 <Q 10 75 20 1 75 103 95

Nas estacOes de tratamento de efluentes industriais no Brasil, usualmente ocorre a
mistura dos diferentes tipos de efluentes gerados, incluindo por vezes o efluente sanitirio que
contém altas concentracdes de coliformes totais (Resende, 2012).

Coliformes totais sdo definidos como micro-organismos que fermentam a lactose com
produgdo de gias carbdnico, quando incubados a temperatura de 35-37°C (Silva, 2006).
Bactérias dos géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter apresentam esta
caracteristica. Porém, somente a E. coli tem como habitat primario o intestino humano e de
animais de sangue quente e por isso recebe a denominacdo de coliforme fecal. A Klebsiella e
a Enterobacter podem ser encontradas em outros ambientes, como vegetais e solos, onde
persistem por tempo superior ao de bactérias patogé€nicas de origem intestinal (Silva, 20006).
Desta forma, a pesquisa de E. coli fornece informac¢des mais precisas sobre as condig¢des
higiénicas da dgua e indicam mais precisamente a presenca de enteropatogenos (Ray, 1996).

Mesmo que o tratamento utilizado atenda a legislacdo vigente, estes efluentes ainda
podem conter parcelas de substancias ndo degraddveis biologicamente, diversos metais, além
de poluentes microbioldgicos. Na maioria das aplicacdes, os riscos sanitirios e ambientais
associados a estes constituintes sdo considerados praticamente inexistentes (Monte, 2010;
Lischewski, 2013). Porém, quando a 4dgua é destinada ao reuso, é necessdrio utilizar algum
tipo de tratamento complementar apds o tratamento convencional (Resende, 2012), em funcio
dos riscos associados a aplicagdo, seja no manuseio desta dgua, seja no produto em que sera
utilizada.

O reuso das dguas do efluente tratado vem sendo gradativamente adotado em

diferentes regides do mundo. Embora no Brasil ndo existam ainda legislacdes que obriguem
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esta pratica, a eminente escassez de dgua, a adocdo de cobranca pelo uso da agua (Lei
9433/97 - Politica Nacional de Recursos Hidricos (Brasil, 1997)), o alto custo para o
tratamento do efluente gerado e a necessidade de preservagdo dos recursos hidricos, t€m
estimulado a prética de reciclagem de dgua para usos ndo potdveis e em processos industriais
(Matsumura, 2008; Curia, 2010; Resende, 2012).

Na auséncia de uma legislacdo especifica, a escolha do tratamento complementar
adequado deve ser feita de acordo com a qualidade da dgua necessdria ao fim a que se destina.
Além disso, deve ser levada em considerag@o a exposicdo das pessoas com essa dgua e com 0s
possiveis micro-organismos patog€nicos presentes, uma vez que as patologias podem ser
adquiridas por inalag@o, pelo contato direto ou mesmo por lesdes corporais (Monte, 2010;
Resende, 2012). Na Tabela 2 sio apresentados alguns requisitos de qualidade da dgua para

uso em abastecimento industrial (Von Sperling, 1995).

Tabela 2.Associagdo entre os usos da dgua e os requisitos de qualidade (adaptado de Von

Sperling, 1995).

Uso geral Uso especifico Qualidade requerida

. ) - Isenta de substancias quimicas prejudiciais a
Agua € incorporada ao
satide
produto (exemplos:
- Isenta de organismos prejudiciais a satde
alimentos, bebidas,
- Esteticamente agradével (baixa turbidez, cor,
remédios)
sabor e odor)
Abastecimento

=

) ] Agua entra em contato com 0 ]
industrial - Varidvel com o produto
produto

. - Baixa dureza
Agua ndo entra em contato
-Baixa corrosividade
com o produto (exemplos:
) ) - Baixos teores de sélidos em suspensdo e 6leos e
refrigeracdo, caldeiras)
graxas

O reuso pode ser dividido em dois tipos: em cascata e efluentes tratados. O primeiro
abrange o efluente gerado em um determinado processo industrial, que € utilizado diretamente
em uma etapa subsequente. Ja o segundo consiste em reutilizar a 4gua apds o tratamento. As
principais aplicagdes sdo em torres de resfriamento, irrigacdo de jardins, descarga de bacias
sanitdrias, lavagem de pisos, sistemas de combate a incéndio e em caldeiras (Resende, 2012).

A inativagdo de micro-organismos patog€nicos presentes em esgotos sanitirios e

efluentes tratados é o ponto de partida quando se almeja empregar dguas residudrias como
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alternativa de reuso em processos industriais. Seja por meios quimicos ou fisicos, a
desinfec¢do € a tnica forma de garantir a seguranca da dgua de reuso e das pessoas que dela

fardo uso (Bisterso, 2013).

3.1.1 Estacao de tratamento de efluentes da Empresa Tramontina Farroupilha S. A. Industria

Metaliirgica

A Empresa Tramontina Farroupilha S. A. Indistria Metaltirgica, fabricante de artigos
de cutelaria em aco inoxiddvel, gera em seu processo produtivo efluentes que possuem
elevado pH, metais e materiais insoliveis. Todo o efluente gerado na empresa (industrial e

sanitario) é conduzido a estacdo de tratamento de efluentes (Figura 1).

Figura 1. Vista parcial da estacdo de tratamento de efluentes da Empresa Tramontina

Farroupilha S. A. Industria Metaldrgica.

A Figura 2 ilustra o processo de tratamento dos efluentes da Empresa Tramontina
Farroupilha S. A. Industria Metalurgica. Primeiramente, o efluente passa por um processo de
tratamento fisico-quimico, visando a remog¢ao de poluentes inorganicos, materiais insoluveis,
metais e s6lidos em suspensao. Este processo é constituido por trés etapas:

a) coagulacdo: aglomera as impurezas em particulas maiores para que possam ser
removidas por sedimentacdo. Nesta etapa, geralmente sdo utilizados produtos quimicos, como
sais de aluminio, que reagem com o efluente desestabilizando coloides e particulas em

suspensao;
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b) floculagdo: os flocos sdo agregados, por adsorcdo, as particulas dissolvidas ou em
estado coloidal. Eventualmente, sd@o adicionados polimeros anionicos para homogeneizar a
formacdo dos flocos;

¢) sedimentacdo: nesta etapa os flocos sdo sedimentados. As particulas sdo arrastadas
até o fundo do sedimentador, formando um lodo quimico.

Posteriormente, o efluente tratado no processo fisico-quimico é conduzido, juntamente
com o efluente sanitirio, a um tanque de tratamento bioldgico, onde micro-organismos
aerébios removem a matéria organica dissolvida e em suspensdo através da transformacéo
desta em sdlidos sedimentdveis ou gases. Esses flocos sdo mais densos que a massa liquida e

separam-se com facilidade (Ramalho, 1991; Giordano, 2004).

Madquina de lavar pecas + cozinha
+ lavador de gases

Produciao

v

Tanque Pulmao

A12(504)3 NaOH

Polieletrolito

\ A A 4

Tanque Reator

Agua clarificada Lodo hidratado
Sanitérios + > Tratamento < Tanque
vibradora biolégico adensador

'

Filtro prensa

A 4

Filtro de areia e ¢
carvao |
A 4 Agua Lodo
Agua de reuso Tanque desidratado
reservatério ¢
T Aterro classe II
Agua da chuva

Figura 2. Fluxograma do sistema de tratamento dos efluentes da Empresa Tramontina

Farroupilha S. A. Inddstria Metaldrgica.
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A 4gua resultante do tratamento do efluente € conduzida para um reservatério, onde é
finalmente misturado com &4gua da chuva, sendo posteriormente reutilizada no processo
produtivo, em torres de resfriamento, maquinas de lavar pecas, descargas de sanitirios e na
lavagem de pisos.

Os parametros fisico-quimicos do efluente tratado atendem a legislacdo com relagcdo
ao descarte. Porém, para o reuso, a 4gua necessita ainda de um tratamento terciario, devido a
presenga de coliformes remanescentes, que atualmente varia de 750 a 4800 unidades
formadoras de coldnia por 100 mL (UFC/100 mL). Atualmente, com a finalidade de eliminar
esses micro-organismos € adicionado cloro a dgua do reservatdrio.

A acdo bactericida dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs desenvolvidos neste estudo
estaria diretamente ligada ao interesse da empresa em melhorar a qualidade da dgua de reuso,
uma vez que esses materiais poderiam substituir a aplicagdo de cloro. O principal beneficio
desta substituicdo seria evitar a formacdo de trialometanos e outros subprodutos que sdo
potencialmente cancerigenos. Outro ponto positivo € que os hibridos poderiam ser

reaproveitados em mais de um ciclo de descontaminagao.

3.2 Micro-organismos patogé€nicos

Desde 1674, inimeros pesquisadores desenvolvem estudos relacionados aos micro-
organismos, provando que estes sdo responsdveis por causar diversas doengas em seres
humanos, tais como antraz, raiva, cdlera e tuberculose. Existem milhares de diferentes tipos
de micro-organismos, os quais podem ser divididos em quatro grupos principais: virus,

bactérias, fungos e parasitas (Murray, 2006).

3.2.1 Bactérias

Milhares de espécies bacterianas encontram-se presentes nos organismos dos animais
e no meio ambiente. A maioria dessas bactérias ndo € patog€nica, porém algumas sdo capazes
de provocar doencas que colocam em risco a saide humana (Murray, 2006).

As bactérias sdo organismos procariéticos, ou seja, organismos unicelulares simples
sem membrana nuclear, mitocondrias, corpisculos de Golgi ou reticulo endoplasmatico. A
parede da célula bacteriana € complexa, consistindo em duas formas basicas: Gram-positivas

e Gram-negativas (Figura 3) (Murray, 2006).
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Figura 3. Estrutura celular de micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos (Tortora,

2012).

Uma bactéria Gram-positiva possui uma parede celular espessa (aproximadamente 50

nm) e de multiplas camadas de peptidoglicanos, que envolvem a membrana citoplasmética. O

peptidoglicano é um exoesqueleto em forma de malha suficientemente poroso para permitir a

difusdo dos metabdlitos para a membrana plasmatica. A parede das bactérias Gram-positivas

pode conter também outros compostos, tais como dcidos teicoico elipoteicoico e
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polissacarideos complexos (Murray, 2006; Brooks, 2010). As bactérias Gram-positivas
podem causar doencas, tais como difteria, tétano, botulismo, listeriose (Murray, 2006).

As paredes celulares de bactérias Gram-negativas sao mais complexas estruturalmente
e quimicamente do que as paredes celulares das Gram-positivas e menos espessas, variando
de 7,5 a 10 nm. As mesmas contém duas camadas externas a membrana citoplasmatica, uma
fina camada de peptidoglicanos e uma membrana externa sobreposta composta por
lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipossacarideos (Murray, 2006; Brooks et al., 2010;
Tortora, 2012). Estas bactérias sao causadoras de varias doencas, incluindo desinteria bacilar,
leptospirose, febre tifoide, célera, salmonelose (Murray, 2006).

A estrutura da parede celular pode ser determinada a partir de uma técnica de
coloracdo diferencial desenvolvida por Hans Christian Gram. A colora¢do de Gram depende
da capacidade de certas bactérias de reter o complexo cristal de violeta e iodo, apds breve
lavagem com dlcool ou acetona. As bactérias Gram-negativas ndo ret€tm o complexo,
tornando-se translicidas, podendo assim tomar a coloragc@o de fundo de um corante vermelho.
Desta forma, as bactérias Gram-positivas aparecem na cor purpura ao microscopio e as Gram-
negativas em vermelho, e isto se deve as diferencas fundamentais em seus envoltorios

celulares (Brooks et al., 2010).

3.2.1.1 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria Gram-positiva anaerdbia
facultativa, em forma de cocos, que se organiza em grupos semelhantes a cachos de uva. Esta
bactéria costuma colonizar as narinas humanas. O processo de infec¢do do individuo esta
associado normalmente a algum fator que diminui a sua resposta imunoldgica, como por
exemplo, doencas, tratamentos mais agressivos ou procedimentos médicos invasivos que

facilitam o acesso dos micro-organismos (Kuroda et al., 2001; Gordon, 2008; Beiler, 2012).

3.2.1.2 Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa em
forma de bacilo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracterizada pela presenga das
enzimas [-galactosidade e B-glicuronidase. Costuma habitar o limen intestinal dos seres
humanos e de outros animais. Possui multiplos flagelos dispostos em volta da célula (Beiler,

2012). Aproximadamente 10% dessas bactérias sdo patogénicas, causando infec¢des
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intestinais e extra-intestinais. A E. coli geralmente permanece inofensivamente confinada ao
Iimen intestinal de todos os individuos, porém pode provocar infec¢des em hospedeiros
debilitados ou imunossuprimidos (Nataro, 1998).

Geralmente, pode-se identificar trés sindromes clinicas de infeccdo por E. coli:
meningite/sepse, doenga entérica/diarréia e infeccdo do trato urindrio. Estas infecgdes podem
ser adquiridas através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com E. coli ou através

do contato com a bactéria em ambientes hospitalares (Nataro, 1998).

3.3 Técnicas de desinfeccdo de efluentes

A desinfec¢do da 4gua tem sido praticada por milénios, embora os principios
envolvidos no processo ndo fossem conhecidos. Existem indicios de que o uso de dgua
fervida ja era recomendado em 500 a. C., mas alguns historiadores julgam que esta pratica era
adotada desde o comego da civilizagdo. Até que a teoria dos micro-organismos fosse
estabelecia, havia a crenga de que as doencas eram transmitidas através de odores (Meyer,
1994).

Os processos de desinfeccdo tém por objetivo a destruicdo ou inativacdo de
organismos patogénicos, capazes de produzir doengas, ou de outros organismos indesejaveis.
Esses organismos podem sobreviver na dgua por vdrias semanas, em temperaturas proximas a
21°C e, em alguns casos, por varios meses, em baixas temperaturas. A sobrevivéncia desses
organismos na dgua depende ndo s6 da temperatura, mas também de outros fatores
ecoldgicos, fisioldgicos e morfoldgicos, tais como pH, turbidez, oxigénio, nutrientes,
competicdo com outros organismos, e resisténcia a substincias toxicas. A desinfec¢do ndo
implica, necessariamente, na destruicdo completa de todas as formas vivas (esterilizagdo),
embora muitas vezes o processo de desinfec¢do seja levado até o ponto de esterilizacdo
(Meyer, 1994).

A desinfec¢do de efluentes pode ser realizada através de diferentes técnicas. As
principais utilizam desinfetantes quimicos especificos como cloro, hipoclorito de sddio,
peréxido de hidrogénio e 4cido peracético. Outras exigem a utilizagdo de equipamentos in
situ, como a desinfec¢do promovida por 0zbénio, diéxido de cloro e radiagéo ultravioleta (UV)
(Bisterso, 2013). Na sequéncia serdo abordadas as principais técnicas de desinfeccdo
aplicadas a efluentes industriais, enfocando os aspectos relacionados a eficiéncia de
desinfeccdo e a toxicidade dos subprodutos gerados em cada processo, com identificagdo do

grau de risco que estes podem oferecer a saide humana e aos ecossistemas naturais.
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3.3.1 Cloracgao

O agente quimico mais comumente utilizado no processo de desinfec¢cdo de dguas de
abastecimento e residudrias é o cloro (Santos et al., 2013). Seu uso foi iniciado com a
aplica¢@o de hipoclorito de sédio, obtido pela decomposicao eletrolitica do cloreto de sddio.
Posteriormente, passou a ser utilizado também na forma de cloro liquido ou gasoso e
hipoclorito de cédlcio (Daniel, 2001).

O cloro e seus componentes sdo fortes agentes oxidantes. Em geral, a reatividade do
cloro diminui com o aumento do pH, e sua velocidade de reacdo aumenta com a elevacgdo da
temperatura. As reacdes do cloro com compostos inorgdnicos redutores, como sulfitos,
sulfetos, fon ferroso e nitrito, sdo geralmente muito rdpidas. Alguns compostos orginicos
dissolvidos também reagem com o cloro, mas, em geral, sdo necessarias algumas horas para
que a maioria das reagdes do cloro com compostos orginicos se complete (Meyer, 1994).

O é4cido hipocloroso, formado pela adicdo de cloro a dgua (Equacdo 1), se dissocia
rapidamente em fons H" e OCI (Equacdo 2). Este tltimo € o responsdvel pela acdo

desinfetante e oxidante no meio (Meyer, 1994).

Clz(g) + HQO(D—P HOCl(aq) + H+(aq) + Cl-(aq) (1)
HOCl(aq) _b' H+(aq) + OCI-(aq) )

A morte da célula bacteriana € resultado da reacdo quimica do dcido hipocloroso com
uma enzima, a atriosefosfatodihidrogenase, essencial na oxidacdo da glicose e, portanto, no
metabolismo celular (fungdes respiratérias). A superioridade da eficiéncia de desinfec¢do do
dcido hipocloroso em relacdo a outras formas de cloro é creditada ndo somente a sua forte
capacidade de oxidacdo, mas também ao pequeno tamanho de sua molécula e sua neutralidade
elétrica, que permite uma rdpida penetracdo nas células, sendo eficaz contra E. coli e S.
aureus (Meyer, 1994).

Porém, o cloro € ineficaz contra cistos dos protozoarios Cryptosporidium spp. € cistos
de Giardialamblia, além de ndo ter qualquer agdo efetiva contra hormonios ou anabolizantes
(Bisterso, 2013). Além disso, desde a década de 1970, diversos pesquisadores observaram que
a matéria organica dissolvida na 4dgua pode reagir com o cloro, causando a formacdo de
trialometanos, que sdo comprovadamente cancerigenos (Paschoalato, 2008). Os trialometanos
encontrados em concentragdes mais significativas na 4gua potavel sdo: triclorometano,

bromodiclorometano, dibromoclorometano e tribromometano. Estudos apontam uma
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associacdo positiva entre triclorometano na dgua tratada e o risco de morte por cincer de
cllon e cancer de estbmago (Meyer, 1994).

Algumas alternativas t&m sido propostas para evitar a formacdo desses subprodutos,
destacando-se o uso de oxidantes e desinfetantes alternativos, tais como acido peracético,
permanganato de potdssio, peroxido de hidrogénio, diéxido de cloro, 0z6nio, monocloramina

e radiacdo ultravioleta (Paschoalato, 2008).

3.3.2 Ozonizagao

No Brasil, o0 0z0nio nido tem sido muito utilizado no tratamento de efluentes, embora
seja bastante empregado na Europa e nos Estados Unidos para desinfec¢do da dgua. O 0zdnio
¢ uma forma alotrépica do oxigé€nio, muito volatil e pouco estdvel, e um dos oxidantes e
desinfetantes mais efetivos, usado no tratamento de 4gua e no tratamento tercidrio de
efluentes em diversas areas de aplicacdo (Lischewski, 2013). Age diretamente na parede
celular dos micro-organismos, levando a neutralizacdo da célula em poucos milésimos de
segundo (Daniel, 2001).

O ozdnio necessita de pouco tempo de contato. Sua agdo desinfetante se d4 por meio
do residual de oxigénio molecular remanescente, o qual € instdvel e raramente encontrado na
dgua depois de alguns minutos do o0zdnio ter sido aplicado. Decompde-se espontaneamente na
dgua por meio de mecanismos complexos que envolvem a geragdo de radicais livres
hidroxilas (Paschoalato, 2008).

O ozdnio é efetivo na inativacdo do Cryptosporidium spp.,Giardialamblia e E. coli,
bem como na remogdo de toxicidades e/ou mutagenicidades de pesticidas, solventes
organicos, anabolizantes e hormdnios (Bistero, 2013).

O fato de o ozo6nio se decompor em oxigénio ao destruir as células o torna eficaz
apenas no momento em que € adicionado ao meio. Posteriormente, quando a dgua ¢é levada
por tubulacdes até reservatérios, e até mesmo pelo tempo em que permanece nos
reservatdrios, esta se torna vulnerdvel a novas contaminagdes uma vez que todo o ozdnio
adicionado j4 fora oxidado, perdendo sua acdo bactericida (Aradjo et al., 2014).

As desvantagens de se aplicar este método estdo no elevado custo de investimento
para implantacdo, na complexidade de operacdo do sistema e no aumento da demanda
quimica de oxigénio (DBO) soliivel no efluente, o que estimula o recrescimento dos micro-

organismos (Monte, 2010).
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Do ponto de vista de saide publica, a toxicidade pelo uso do ozdnio estd mais
diretamente relacionada a aspiracio direta, extremamente perigosa, do que pela presenca
residual no efluente. Uma eventual toxicidade a organismos aquéticos pode ser associada aos
subprodutos da desinfec¢do, como a formacdo de micronticleos, que se caracteriza por
processos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos, ocasionados por agentes genotdxicos

que danificam o DNA (Salles, 2008).

3.3.3 Radiac@o ultravioleta (UV)

A radiacdo UV esta situada na faixa de 200 a 400 nm do espectro eletromagnético, e é
utilizada desde a década de 1990 para a desinfeccdo em estacdes de tratamento de dgua e
efluentes no mundo. A radiagdo, ao interagir com os dcidos nucleicos dos micro-organismos,
promove uma série de reagdes fotoquimicas que acabam por gerar radicais hidroxila e
hidrogénio, inabilitando seu c6digo genético (Daniel, 2001; Morgado, 2012).

A principal vantagem da radiacdo UV € a eficiéncia na eliminacdo de micro-
organismos patogénicos, como E. coli e S. aureus, e o baixo tempo de contato com o efluente.
As desvantagens sdo o alto consumo de energia para manter o sistema funcionando, a
necessidade de realiza¢do de um programa de manutengdo preventiva, e a perda de efici€ncia
devido a uma condic¢éo de elevada turbidez do efluente (Daniel, 2001; Monte, 2010; Bistero,
2013). Além disso, a radiagdo UV causa lesdes nos olhos e cancer de pele, por isso qualquer
irregularidade no equipamento pode causar graves danos aos operadores do sistema (Daniel,
2001).

Diversas outras técnicas estdo sendo desenvolvidas e podem ser utilizadas na
desinfeccdo de efluentes, tais como processos oxidativos avangados e fotocatdlise heterogénea

(Daniel, 2001).

3.3.4 Materiais hibridos

A utilizagdo de materiais hibridos com propriedades bactericidas tem se mostrado
eficiente e atrativa na remoc¢fo de micro-organismos de efluentes. Recentemente, hibridos a
base de polimeros e AgNPs tém demonstrado bons resultados para esta aplicacdo
(Gangadharan et al., 2010; Liu et al., 2012).

Tecnologias recentes requerem materiais com combinagdes de propriedades que ndo

sdo normalmente encontradas em um unico constituinte. Deste modo, surgiram os materiais
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hibridos, que combinam a estabilidade térmica e quimica dos materiais inorginicos, com a
processabilidade e a flexibilidade dos compostos organicos (José, 2005). Estes hibridos
constituem uma alternativa para a produgdo de novos materiais multifuncionais, com uma
larga faixa de aplicagcdo. Estudos tém utilizado materiais hibridos como agentes bactericidas
em diversas aplicacdes, em alguns casos combinando argilas e nanoparticulas metélicas, em
outros polimeros e argilas (José, 2005; Valaskova et al., 2010). Alguns destes materiais serdo

utilizados neste estudo e estdo definidos a seguir.

3.3.4.1 Alginato (ALG)

O alginato é um biopolimero proveniente do 4cido alginico, extraido principalmente
de algas marrons (Figura 4(a)) da classe Phaeophycea. E formado por mondmeros de dcido
B-D-manurdnico(M) e acido a-L-glucurdnico (G) (Figura 4(b)), ligados de forma linear por
ligacdes glicosidicas a(1-4), contendo trés tipos de estruturas de blocos: blocos de 4cido B-D-

manurdnico (M), blocos de 4cido a-L-glucurénico (G), e uma mistura desses blocos (MG).

H OH B-D-manuronico

o.-L-glucurdnico

Figura 4.(a) Alga marrom; (b) Conformacdo dos acidos B-D-manurdnico e a-L-glucurdnico

(Moura, 2005).

A composicdo especifica do alginato depende da natureza das algas das quais o
mesmo € extraido, e também das condi¢des sazonais e de crescimento destas, podendo ocorrer
variacdes nos percentuais de M e G, ou seja, diferentes algas produzem polimeros que

diferem na composicao e estrutura (Moura, 2005; Cortes, 2010). Algas marrons que crescem
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em aguas geladas, por exemplo, produzem geralmente ALG de massa molar mais elevada do
que as que crescem em dguas temperadas (Santos, 2011).

O alginato (Figura 5) pode ser produzido quando fons H' do 4cido alginico sdo
substituidos por cdtions monovalentes (como Na®, K, NH4"), resultando em polimeros
soliveis em dgua, ou por fons polivalentes (como Ca®™, Ba™, A, para produzir géis
insoldveis. O mecanismo de formagdo do gel de alginato estd associado as interagdes dos

segmentos G com fons Na* (Moura, 2005; Cortes, 2010).

" HO
Ma "QoC OH Na -GG{.\:‘ | 0 HO
| ~
SO N b
| ' 0 HO . 0
Ng™00C  HO
0 OH
OH Na OOC
G G M M

Figura 5. Férmula estrutural do alginato de sédio, onde M e G s@o, respectivamente,o acido

B-D-manurdnico e o 4cido a-L-glucurdnico (Cortes, 2010).

Este biopolimero é biodegraddvel, possui baixo custo, e ndo apresenta toxicidade,
sendo muito utilizado na industria alimenticia para a fabricacio de queijos, sorvetes e
gelatinas, e na industria farmac€utica, em emulsdes, lo¢des e cremes (Cortes, 2010). Porém,
este material possui baixa rigidez e baixa resisténcia mecanica, além de a densa camada de gel
dificultar a troca de ions entre o material e o meio (Liu et al., 2012).

Uma alternativa para melhorar estas caracteristicas € a associagdo do ALG a materiais
ceramicos, como as argilas. Alguns estudos t€m demonstrado que estes materiais hibridos
possuem melhores propriedades mecanicas e quimicas, além de melhor capacidade de

adsor¢do, quando comparado ao ALG em gel (Liu et al., 2012; Ely, 2009).

3.3.4.2 Montmorilonita (MMT)
As argilas sd@o silicatos hidratados de aluminio/magnésio que possuem estrutura
lamelar ou fibrosa (Mattos, 2012). A formacao da estrutura lamelar das argilas acontece com

a sobreposicdo das folhas tetraédricas de silicio e das folhas octaédricas de aluminio
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(Valaskova et al., 2010). Quando ocorre a sobreposi¢cdo na razio de 1:1 (uma tetraédrica para
uma octaédrica), os materiais sdo classificados como n@o expansiveis. Caso a sobreposicio
ocorra na razdo de 2:1 (duas tetraédricas para uma octaédrica), os materiais sio classificados
como expansiveis (Valdskova et al., 2010; Mattos, 2012).

A MMT € uma argila do tipo esmectita 2:1 (Figura 6). Essa argila possui trés

estruturas (primdria, secunddria e tercidria).

O

9 0

"
o/

§

Cations de substituicdo

Figura 6. Estrutura lamelar de uma argila do tipo esmectita (2:1) (adaptado de Pavlidou e

Papaspyrides, 2008).

A estrutura priméria é do tipo lamelar, com duas folhas tetraédricas de silica
intercaladas por uma folha octaédrica de alumina (Reddy, 2005; Segad et al., 2010). A
estrutura secunddria € a constituicdo da camada, ou seja, decorre das deficiéncias de valéncia.
Os atomos de silicio das folhas tetraédricas podem sofrer uma substituicdo isomorfica por
dtomos de aluminio, e as posi¢des de aluminio das folhas octaédricas podem estar
completamente preenchidas, sendo assim chamadas trioctaédricas, ou somente dois tergos
podem estar preenchidos, e neste caso sdo chamadas dioctaédricas. Se os dois fatos ocorrem
juntos, provocam um excesso de cargas negativas que se encontra espalhado na superficie das
folhas octaédricas e tetraédricas (Segad et al., 2010; Reddy, 2005). A estrutura tercidria ocorre

por causa desse excesso de cargas negativas. Esse excesso é compensado por cdtions (Na*,
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K*, Ca2+), que se encontram entre as camadas, com livre movimento (Segad et al., 2010).
Aproximadamente 80% dos cétions trocdveis na MMT estdo presentes nas lacunas entre as
camadas e os outros 20% encontram-se nas superficies laterais (Paiva, 2008).

Esses cations podem ser substituidos por outros de carater mais 4cido ou mais
complexos que possuem atividade catalitica. Dependendo do tamanho, esta substituicdo
aumenta a distincia interlamelar da argila, possibilitando que moléculas maiores possam
difundir entre as lamelas (Reddy, 2005).

A estrutura desses minerais lhes confere acidez devido a interacdo das dguas de
hidratacdo presentes nas lamelas com os cations de compensacdo presentes no espagamento
interlamelar. A redug¢do de cdations metdlicos quando em substituicdo aos cétions de
compensagdo inicia o crescimento de nanoparticulas na superficie da MMT, uma vez que o
espaco interlamelar limita o crescimento de particulas. Este comportamento é observado, por

exemplo, quando AgNPs sdo incorporadas a MMT (Valaskova et al., 2010; Mattos, 2012).

3.3.4.3 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Desde a Grécia antiga, a prata vem sendo utilizada como agente bactericida em
diversos meios. A prata age como catalisador na oxida¢do dos micro-organismos, provocando
o rompimento da transferéncia de elétrons entre as células, inibindo a transferéncia de
hidrogénio e impedindo a respiragcdo (Rai, 2009; Valaskova et al., 2010). As AgNPs inibem
bactérias tanto Gram-negativas (como a E. coli) como Gram-positivas (como o S. aureus),
além de virus e outros micro-organismos eucariontes (Rai, 2009; Gangadharan et al., 2010;
Chamakura et al., 2011).

Recentemente, com o avango da nanotecnologia, além da prata metélica e do fon Ag”,
as AgNPs também t€m demonstrado potencial aplicagdo como agentes bactericidas. Enquanto
particulas micrométricas de prata causam a obstru¢do das membranas celulares promovendo a
argiria (envenenamento por prata), as particulas de tamanho nanométrico (de 1 a 10 nm), por
serem finamente dispersas e estarem em baixa concentracio, podem circular pelas membranas
celulares sem causar danos aos organismos superiores. A concentracdo para atuagdo contra
micro-organismos € 0,1 pg/L. Para ser toxica aos seres humanos, esta concentragdo deve ser
igual ou superior a 10 mg/L (Oliveira, 2006). A Figura 7 mostra AgNPs com diferentes

tamanhos dispersas em uma matriz de ALG (Zhao et al., 2014).
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(c)

Figura 7. Imagens de AgNPs com diferentes tamanhos dispersas em uma matriz de ALG: (a)

20 nm, (b) 50 nm, (¢) 100 nm (adaptado de Zhao et al., 2014).

A sintese das AgNPs ocorre por meio da redugao de sais de prata soldveis com agentes
de reducio, tais como citrato, glicose, etilenoglicol ou boroidreto de sédio. Esta reducio pode
ser realizada em meio aquoso, bem como em solventes organicos (Chernousova, 2013).

Alguns exemplos de aplicagdo das AgNPs s@o na biomedicina, em materiais dentarios,
no revestimento de aco inoxidavel, em cremes protetores solares, no tratamento de dgua e em
catdlise. As AgNPs também vém sendo amplamente utilizadas como agentes bactericidas na
desinfeccio da 4gua e no tratamento microbioldgico de efluentes (Xu er al, 2011).
Compésitos poliméricos contendo AgNPs, por sua vez, apresentam excelente atividade
bactericida, baixa volatilidade e elevada estabilidade em comparacdo a outros agentes
bactericidas convencionais, como hipoclorito, cloro, diéxido de cloro, bromo e iodo

(Gangadharan et al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho possuem grau analitico: nitrato
de prata (AgNOs, Merck), cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0, Merck), boroidreto de
sédio (NaBH4, Merck), alginato de s6dio de média viscosidade (Vetec) e citrato de sdédio
tribasicodihidratado (Na3CgHsO;, Sigma-Aldrich). A MMT na forma sédica foi adquirida
diretamente da Argel T. As solugdes de AgNOs, NazCsHsO;, NaBHy eCaCl,.2H,O foram
preparadas com 4gua deionizada (resistividade de 18,2M€/cm), obtida a partir de um sistema

Direct-Q 3 UV (Milli-Q Millipore).

4.2 Sintese das AgNPs

As AgNPs foram sintetizadas pela redugdo quimica de fons Ag" por NaBH,; na
presenga de Naz;CsHsO; (estabilizante). O método utilizado baseou-se no procedimento
descrito por Jana et al.(2001) e foi realizado da seguinte maneira: 100 mL de uma solucdo
contendo 50mL de AgNO; e 50mL de Na;CgHsO7, ambos na concentragdao de 0,25 mmol/L,
foram misturados e mantidos sob agitacdo durante 30s. Em seguida, uma solu¢do de NaBH,4
1,00 mmol/L (recém-preparada) foi adicionada a mistura. Finalmente, o sistema foi agitado
por 60s e posteriormente armazenado em geladeira. A sintese foi realizada em ambiente

climatizado (23,0 £ 2,0°C) e ao abrigo da luz.

4.3 Caracterizacdo das AgNPs

As AgNPs foram caracterizadas por meio das técnicas de espectroscopia de absorcio
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e microscopia eletronica de transmissdo (MET).

A solu¢do de AgNPs foi analisada em um espectrofotdmetro Thermo Scientific
Evolution 60, na faixa de comprimento de onda situada entre 200 e 800nm, utilizando-se uma
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

A andlise de MET foi realizada no Centro de Microscopia Eletrdnica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, utilizando um microscépio Jeol JEM-1200 Ex II, operando em

uma voltagem de 80 kV. As AgNPs foram previamente dispersas em dgua deionizada (1 gota
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da solucio coloidal de prata em 20 mL desse solvente), utilizando um ultrassom (Unique USC
1400) por 30 min. Em seguida, uma gota dessa nova solugéo foi depositada sobre um grid de
cobre com filme de Formvar (300 mesh) e deixada secar por 48 h, sendo finalmente analisada
no microscopio.

A distribui¢do de tamanho das particulas de AgNPs foi determinada com o auxilio do
software Image Tool for Windows. Para a constru¢do do histograma foram realizadas

aproximadamente 200 contagens.

4.4 Preparacao dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs

O método utilizado na preparagcdo dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs baseou-se no
procedimento descrito por Liu et al. (2012). Inicialmente, a MMT (5,0 g) foi misturada a 100
mL de uma solu¢do de AgNPs durante 12 h. Em seguida, adicionou-se a suspensdo o ALG
(1,0 g), sendo o sistema mantido sob agitacdo por mais 12 h. Ao término desse procedimento,
a mistura foi lentamente gotejada com o auxilio de uma seringa em uma solucdo de
CaCl,.2H,0(4,0% m/v). Os hibridos formados (Figura 8) permaneceram nessa solugdo por
mais 48 h, em geladeira e ao abrigo da luz, sendo finalmente lavados diversas vezes com dgua
deionizada para remover o excesso da solucdo de cloreto de cilcio, sendo novamente

armazenados em dgua deionizada e a 10 °C até o momento dos ensaios microbiol6gicos.

Figura 8. Aspecto morfolégico dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs.
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4.4.1 Caracterizacao dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs

Os hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram caracterizados por meio das técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (MET), microscopia eletronica de varredura (MEV),
difracdo de raios X (DRX) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR).

A andlise da morfologia dos hibridos foi realizada através de MET, seguindo o mesmo
procedimento descrito no item 4.3.A superficie dos materiais foi analisada através de MEV
em um microscopio Shimadzu SSX-550, operando a uma voltagem de 15 kV. Previamente a
andlise, as amostras foram secas em uma estufa a 50°C e recobertas com uma fina camada de
ouro durante 2 min.

A andlise de DRX foi realizada em um difratobmetro Shimadzu XRD 6000. As
amostras foram analisadas a temperatura ambiente, no modo de reflexdo (Cug,, 1,5405 10\), na
faixa de 1 a 45°, com passo de 0,05°. A equacdo de Bragg (3) foi utilizada para calcular o

espacamento basal da argila:

nA=2dsen (3)

onde:

n é a ordem de difracdo;

A € o comprimento de onda da radiacdo incidente (nm);
d ¢é a distancia entre planos atdmicos (nm);

6 € o angulo de incidéncia em relagc@o ao plano considerado (graus).

A caracterizacdo quimica dos materiais foi realizada através da técnica de FT-IR, no
modo transmissdo (2 mg do material/100 mg de KBr), em um equipamento Nicolet 1510, com

32 scans e resolugdo de 4 cm’ na faixa de 4000 a 400 cm™.
4.5 Ensaios microbioldgicos

4.5.1 Avaliacdo da ag¢@o bactericida dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs

Para avaliar a eficiéncia bactericida dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram
selecionados dois micro-organismos: E.coli (ATCC - 25922, Microbiologics) e S. aureus

(ATCC - 25923, Senai).
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As cepas de referéncia desses dois micro-organismos foram inicialmente resuspensas
em uma solucdo salina peptonada 0,1% (m/v). Em seguida, adicionaram-se algadas de cada
micro-organismo em tubos separados, até se obter uma turvacdo equivalente a uma solugio
padréo 0,5 de McFarland (0,5 mL de BaCl, 0,048 mol/L + 99,5 mL de H,SO4 0,18 mol/L). As
suspensdes das duas bactérias foram entdo espalhadas de forma homogénea sobre o dgar
nutriente contido em cada placa de Petri (uma para cada micro-organismo) com o auxilio de
uma haste flexivel de algoddo, onde os hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram depositados.
Posteriormente, as duas placas de Petri foram incubadas em uma estufa bacterioldgica a uma
temperatura de 37 °C por 48 h. Ao término desse periodo, efetuou-se a medida das zonas de
inibicdo (ZOI) com o auxilio de uma régua (Gangadharan et al., 2010; Valdskova et al.,

2010).

4.5.2 Desinfeccao da dgua de reuso com os hibridos de MMT-ALG-AgNPs

Ap6s a realizagdo dos ensaios microbioldgicos preliminares em dgar nutriente, os
hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram utilizados na desinfeccio de d4guas de reuso
proveniente da Empresa Tramontina Farroupilha S. A. Inddstria Metaltirgica. A amostra do
efluente foi coletada na saida da estacdo de tratamento de efluente, sendo mantida sob
refrigeracdo até o momento da realizacdo dos ensaios. Os parimetros fisico-quimicos e

microbioldgicos da amostra utilizada nesta etapa do trabalho encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Parimetros fisico-quimicos e microbiolégicos da dgua de reuso utilizada na

realizacdo do ensaio microbiolégico.

Parametro Valor Unidade
Coliformes totais 1300 UFC/100 mL
Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 13 mg DBOs/L
Demanda quimica de oxigénio (DQO) 48 mg O,/L
Fésforo total 0,08 mg P/L
Nitrogé€nio amoniacal 0,45 mg NH3-N/L
Nitrogénio total Kjeldahl 1,24 mg N/L
pH 7,2 u.a.*
Sélidos sedimentaveis <0,10 mL/L
Solidos suspensos totais 10,0 mg SST/L

*unidade adimensional
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O ensaio consistiu em agitar (~ 150 rpm) cerca de 250 mL da amostra da 4gua com
100 mg de hibrido (Figura 9) por periodos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 70, 80 e 90 min, de modo
a analisar o percentual de remog¢do de coliformes totais em fun¢@o do tempo de contato. Ao
término de cada um destes tempos, realizou-se novamente a contagem de coliformes totais em
todos os sistemas. A determinagdo da presenca de coliformes seguiu a Instrucio Normativa 62

do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Brasil, 2003).

Figura 9. Mesa orbital utilizada no ensaio com o efluente industrial.

4.5.3 Andlise de prata total no hibrido de MMT-ALG-AgNPs e na dgua de reuso tratada

Amostras do hibrido, ainda em suspensio, foram coletadas para a determinacdo de
prata total. Previamente a andlise, a amostra foi digerida em sistema aberto, utilizando-se 0,5
g da amostra e uma mistura de 3,0 mL de HNO; e 9,0 mL de HCI, sob aquecimento
(150°C) durante 30 min. Ao término desse procedimento, a amostra foi filtrada e lavada,
sendo o volume final completado para 50 mL com 4gua deionizada. Amostras da 4dgua de
reuso tratada com os hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram igualmente coletadas e
analisadas.

Para a quantificacdo da prata total presente nos hibridos e nas amostras de dgua tratada
foi utilizado o método 3120B do Standard Methods (APHA, 2012). As anilises foram

realizadas em um espectrémetro de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
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OES) OPTIMA 2100 DV da Perkin Elmer. A vazio de introdugio da amostra foi de 2 mL m™

e o tempo de integracdo variou de 1 a 2 s. A poténcia aplicada foi de 1300 W.

4.5.4 Desinfeccdo da dgua de reuso com radiacdo ultravioleta

Para fins comparativos, foi realizado um teste com o efluente industrial utilizando
radiacdao UV, que é uma técnica convencional de desinfec¢do bastante utilizada no tratamento
de 4guas e efluentes. O ensaio consistiu em colocar amostras de 250 mL de dgua de reuso em
uma cabine (Figura 10) sob a incidéncia de raios UV (254 nm) durante 5, 10, 15, 30, 45, 60,
70, 80 e 90 min. Ao final do procedimento foi realizada a contagem de coliformes totais

presentes em todas as amostras tratadas.

Figura 10. Cabine de raios UV utilizada no ensaio com o efluente industrial.

Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos da 4gua de reuso testada encontram-

se na Tabela 4.
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Tabela 4. Parimetros fisico-quimicos e microbioldgicos da dgua de reuso utilizada na

realizacdo do teste com radiacdo ultravioleta.

Parametro Valor Unidade
Coliformes totais 730 UFC/100 mL
Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 16 mg DBOs/L
Demanda quimica de oxigénio (DQO) 55,4 mg O,/
Fosforo total 0,09 mg P/L
Nitrogénio amoniacal 0,60 mg NH;3-N/L
Nitrogénio total Kjeldahl 1,09 mg N/L
pH 7,1 u.a.*
Solidos sedimentaveis <0,10 mL/L
Solidos suspensos totais 4,0 mg SST/L

*unidade adimensional
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo das AgNPs

A Figura 11 mostra o espectro de absor¢do da solugdo de AgNPs na regido do UV-
Vis. Como pode ser observado, o espectro apresenta um maximo em 393nm. De acordo com a
literatura, esses espectros podem fornecer informagdes importantes sobre o tamanho e
geometria das nanoparticulas estudadas (Pal, 2007). Geralmente, uma banda plasmonica bem
definida em torno de 400 nm indica a presenca de AgNPs com formato esférico (Noguez,

2007; Teodoro et al., 2011).

1,2

1,0 \
393 nm

0,8 +

0,6

Abs (a.u.)

0,4

0,2

0,0 T T T T T T T T i T i
200 300 400 500 600 700 800

A (nm)
Figura 11. Espectro de absor¢do da solucdo de AgNPs na regido do UV-Vis.

Esta constatacdo foi corroborada pela andlise de MET (Figura 11), onde foi possivel
observar AgNPs com diametro médio de ~28 nm (histograma da Figura 12). Este valor é
relativamente maior do que aquele relatado por Praus et al. (2010) que, utilizando MMT e
AgNPs reduzidas com boroidreto de sddio, obtiveram nanoparticulas com didmetro médio de
13 nm. No entanto, a larga distribui¢do de tamanhos se assemelha as AgNPs sintetizadas pelo

mesmo autor.
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Figura 12. Imagem de MET das AgNPs.
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Figura 13. Histograma da distribui¢do de tamanhos dasAgNPs.
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A Figura 13 apresenta a imagem de MET do hibrido de MMT-ALG-AgNPs. Como
pode ser constatado, as lamelas de MMT encontram-se predominantemente na forma de
pequenos aglomerados. Além disso, € possivel identificar algumas folhas dispersas de
maneira individual. As particulas esféricas observadas na imagem correspondem as AgNPs
incorporadas ao hibrido. Analisando-se o tamanho destas particulas e comparando-os com
aqueles apresentados na Figura 11, verifica-se que estas encontram-se individualmente

dispersas na matriz de MMT.

AgNPs

MMT

AgNPs

MMT
MMT

Figura 14. Imagem de MET do hibrido de MMT-ALG-AgNPs.

A Figura 14 apresenta as imagens de MEV da MMT no estado natural e do hibrido de
MMT-ALG-AgNPs. A MMT (Figura 14a) apresenta-se na forma de grios com larga
distribuicdo de tamanho, de ordem micrométrica, e formato irregular. Quando combinada com
o ALG, sua aparéncia fisica muda consideravelmente (Figura 14b). Os aglomerados sdo
rompidos, € os graos sdo substituidos por flocos de diversos tamanhos e estes flocos
encontram-se homogeneamente dispersos, de forma desordenada. Segundo Sarier et al.
(2010), que modificou a MMT com sais de acidos graxos, o desaparecimento dos contornos
de grio existentes na argila natural sugere a intercalacdo da argila pelo polimero. Esse
resultado foi corroborado por meio da andlise de difracdo de raios X, que serd discutida a

seguir.
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Figura 15. Imagem de MEV das superficies da (a) MMT e do (b) hibrido de MMT-ALG-
AgNPs.

A Figura 16 mostra os difratogramas de raios X do hibrido de MMT-ALG-AgNPs e
da MMT. A regiao de baixos angulos (1-10°) dd uma indicacdo do estado de dispersdo do

polimero na argila. A MMT ¢ caracterizada por um pico de difracdo em 26 = 7,6°, que
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corresponde a reflexdo basal (001) e uma distancia interlamelar de 1,16 nm. No hibrido,
observam-se dois picos de difracdo nesta faixa, em 20 = 7,3° e 4,2°. O surgimento de
multiplos picos indica a existéncia de populacdes com diferentes distdncias basais (Paiva,
2008). A posicao destes picos em menores angulos em comparacdo a MMT pura indica a
intercalagdo de alginato nas lamelas da argila. Isto estd relacionado ao aumento no
espacamento interlamelar para 1,20 nm e 2,10 nm, respectivamente.

Os demais picos de difragdo em valores de 26 superiores a 10° sdo devido a estrutura
da MMT, e sua posi¢do ndo € influenciada pela expansdo das galerias. No entanto, pode-se
notar um alargamento desses picos em virtude da mistura com o polimero, evidenciando uma
perda de ordenamento em algumas fracdes de argila. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sarier et al. (2010), que modificaram a MMT com sais de 4cidos graxos,
onde ficou evidente a intercalacdo da argila e a delaminagdo e perda de ordenamento de
algumas fragdes. Os picos de difragdo caracteristicos da prata em 20 = 38,1° (1 1 1), 44,2° (2
0 0), 64,3°(220) e 77,4° (3 1 1), por outro lado, nio foram observados no difratograma de
raios X do hibrido, devido provavelmente a baixa concentra¢do de nanoparticulas no material,

como serd discutido posteriormente (Zhao et al., 2014).

72 7,6

26 (graus)
— MMT
— MMT-ALG-AgNPs

Intensidade (u. a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (grau)

Figura 16. Difratograma de raios X da MMT e do hibrido de MMT-ALG-AgNPs.
A Figura 17 apresenta os espectros de FT-IR da MMT, do ALG e do hibrido de
MMT-ALG-AgNPs.
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Figura 17. Espectros de FT-IR da (a) MMT, do (b) ALG e do (c) hibrido de MMT-ALG-
AgNPs.

Como pode ser observado, o espectro de FT-IR da MMT (Figura 17a) apresenta uma
banda centrada em 3630 cm™ referente ao estiramento de grupos OH que estdo localizados
entre as camadas tetraédricas e octaédricas da argila (Valaskova et al., 2010) e duas bandas
em 3428 cm™ e 1636 cm™ que correspondem, respectivamente, ao estiramento e 4 deformagao
da ligacdo O-H de agua (Valaskova et al., 2010; Sarier et al., 2010). Essas duas tdltimas
bandas estdo geralmente associadas & presenga de dgua adsorvida na estrutura dessa argila,
uma vez que a MMT apresenta um carater hidrofilico bastante acentuado (Cosultchi et al.,
2005). E possivel ainda observar a presenca de uma banda intensa por volta de 1040 cm™
atribuida ao estiramento da ligacdo Si-O no plano (Valdskova et al., 2010; Sarier et al., 2010).
Observam-se ainda bandas de menor intensidade em 916 cm’™ (deformacgao AIAIOH), 883 cm’

! (deformacao AlFeOH) e em 842 cm’ (deformacao AgMgOH) (Ely et al., 2009).
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Finalmente, as bandas em 522 cm’ e 464 cm’! estdo relacionadas as deformacoes Al-O-Si e
Si-O-Si (Valaskovd et al., 2010).

O espectro de FT-IR do alginato de s6dio (ALG) (Figura 17b) apresenta igualmente
uma banda alargada na regido de 3420 cm™ correspondente ao estiramento de grupos OH e
uma banda em 2923 cm™' referente ao estiramento assimétrico de grupos metilénicos (Ely et
al., 2009). As bandas observadas em 1640 cm’! e 1420 cm'l, por sua vez, estdo relacionadas
aos estiramentos simétrico e assimétrico de COO™ (anion carboxilato) (Leal et al., 2008),
enquanto as bandas em 1157 cm! e 1022 em?! sdo atribuidas, respectivamente, aos
estiramento de grupos C-O-C e C-O (Lawrie et al., 2007).

A semelhanca entre os espectros de FT-IR da MMT e do ALG com o do hibrido de
MMT-ALG-AgNPs (Figura 17c¢) indica uma boa compatibilidade da argila na matriz de
biopolimero durante o processo de preparagdo do mesmo. Esse resultado foi corroborado
pelas andlises de MET e MEV, bem como pelos resultados de DRX, que indicaram a

intercalag@o de algumas cadeias de ALG no espaco interlamelar na MMT.
5.3 Ensaios microbioldgicos e desinfec¢cdo do efluente industrial
5.3.1 Teste de difusdo em agar

As Figuras 18a e 18b apresentam os resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos
para os micro-organismos E.coli e S. aureus, respectivamente. Como pode ser constatado, os
dois sistemas avaliados mostraram a presenca de zonas de inibicdo (ZOI) bastante nitidas ao
redor dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs, o que indica que os mesmos apresentam atividade
bactericida em relacdo as duas bactérias testadas. Além disso, o tamanho dessas ZOI foi
menor para o S. aureus (17-21 mm) do que para o E. coli (23-29 mm). A E. coli, por ser uma
bactéria Gram-negativa, apresenta uma camada de peptidoglicanos (a nivel de parede celular)
menos espessa do que a S. aureus (que é Gram-positiva), o que acaba facilitando a entrada e,

consequentemente, a difusdo das AgNPs na primeira, aumentando a eficiéncia de inibigdo

(Duran et al., 2010).
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(b)

Figura 18. Testes de difusdo em &4gar nutriente: (a) E.coli; (b) S. aureus. Os circulos em

vermelho correspondem as zonas de inibi¢cao (ZOI).

Ap6s a realizacdo dos testes microbioldgicos preliminares, os hibridos MMT-ALG-

AgNPs foram utilizados na desinfeccao de dguas de reuso industrial.

5.3.2 Desinfeccao da dgua de reuso com os hibridos de MMT-ALG-AgNPs

A Figura 19 mostra o efeito do tempo de contato dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs
com as amostras de 4dgua de reuso na contagem de coliformes totais. Como pode ser
observado, a capacidade de remocgdo foi bastante efetiva nos primeiros 5 min, sendo o
percentual de remocdo de coliformes totais igual a 68,5%. Ao término do ensaio (90 min), a
contagem de coliformes totais foi diminuida para 11,0 UFC/mL, o que corresponde a uma
reducdo de 98,5% de coliformes totais em relacdo a contagem inicial (efluente industrial sem
tratamento).

Inicialmente, a remocdo de coliformes ocorre pelo contato da dgua de reuso com as
AgNPs presentes no hibrido; posteriormente, pode-se considerar que a prata lixiviada para o
meio contribui para a remo¢do dos micro-organismos. A andlise quantitativa de prata na
amostra de dgua tratada com o hibrido permitiu identificar a presenca de prata na amostra

ap6s 70 min de contato do hibrido com a amostra de d4gua de reuso.
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Figura 19. Percentual de remocao de coliformes totais em funcdo do tempo de contato apds a

desinfeccdo da dgua de reuso com os hibridos de MMT-ALG-AgNPs.

5.3.3 Quantificacdo de prata total nos hibridos de MMT-ALG-AgNPs e na dgua de reuso

industrial

Com o objetivo de quantificar a prata total presente nos hibridos de
MMT-ALG-AgNPs e posteriormente comparar o valor encontrado com os teores de prata
total lixiviada nos testes com a dgua de reuso, as amostras foram submetidas a uma anélise
por ICP-OES. Esses resultados encontram-se sumarizados na Tabela 5.

Como pode ser constatado, a 4gua de reuso possui uma quantidade de prata inferior
ao limite de deteccdo (LD) da técnica que € de 0,001 ppm. Além disso, a quantidade de prata
lixiviada para a amostra foi muito baixa, sendo igual a 3,0 ppb ao término do ensaio, o que
representa apenas 3% da quantidade médxima de prata permitida pela Resolugdo n° 430 do
Conselho Nacional de Meio Ambiente, que dispde sobre as condicdes e padrdes de

lancamento de efluentes (Brasil, 2011). Os hibridos de MMT-ALG-AgNPs, por sua vez,
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apresentam um teor de prata total da ordem de 9,76 £ 0,021 ppm (desvio-padrdo da andlise

em triplicata).

Tabela 5. Concentragéo de prata total na dgua de reuso apds a desinfeccdo com os hibridos de

MMT-ALG-AgNPs.

Tempo (min) Concentragdo de prata no efluente (ppb)
0 < LD*
5 <LD
10 <LD
15 <LD
30 <LD
45 <LD
60 <LD
70 1,0
80 2,0
90 3,0

*LD = limite de deteccdo do método (1 pg/L)

5.3.4 Desinfec¢do da dgua de reuso industrial com radiacdo UV

A Figura 20 mostra o efeito do tempo de exposi¢do das amostras a radiacdo UV em
relacio a contagem de coliformes totais. O percentual de remocdo de coliformes foi
relativamente baixo nos primeiros minutos de exposi¢do a radiagdo UV. Além disso, foi
necessdrio um tempo superior a 60 min para que metade da quantidade de coliformes totais
presentes na dgua de reuso testada fosse removida. Por fim, ao término do tempo estabelecido
para o tratamento, obteve-se uma redugdo de 82,3% de coliformes totais em relagdo a

contagem total inicial (4gua de reuso sem tratamento).
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Figura 20. Percentual de remocao de coliformes totais em func¢do do tempo de contato apds a

desinfeccdo da dgua de reuso com a radiagdo UV.

A comparagdo entre os resultados obtidos na desinfeccdo da dgua de reuso utilizando

os hibridos de MMT-ALG-AgNPs e a radiacdo UV encontra-se na Figura 21.

Os resultados indicam que o percentual de remog¢do de coliformes totais em relagdo

ao tempo de contato foi aproximadamente 16% superior no tratamento com os hibridos de

MMT-ALG-AgNPs em comparacio a desinfeccdo com a radiagdo UV. Isso demonstra que o

material proposto neste estudo pode ser aplicado para o fim a que se propde, tanto em termos

de eficiéncia quanto em relagcdo as questdes ambientais, uma vez que nio apresenta riscos na

aplicacdo, ndo gera subprodutos e a quantidade de prata lixiviada para o meio é muito baixa.
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Figura 21. Comparagio entre os métodos utilizados para a remog¢do de coliformes totais na

dgua de reuso.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram preparados e caracterizados hibridos de MMT-ALG-AgNPs,
com o objetivo de desenvolver um novo material bactericida para aplicacdo na desinfeccdo de
dguas de reuso.

As nanoparticulas de prata sintetizadas apresentaram formato esférico e tamanho de
~ 28 nm, o que foi comprovado pelas andlises de espectroscopia de absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel e de microscopia eletronica de transmissao.

O alginato apresentou-se uniformemente disperso na matriz de montmorilonita, com
certo grau de intercalacdo, promovendo assim a formacdo de um material estdvel para a
aplicacdo proposta, sendo esses resultados corroborados pela anélise de difracdo de raios X.

No que se refere aos testes preliminares de difusdo em agar nutritivo, os hibridos de
MMT-ALG-AgNPs apresentaram atividade bactericida para os dois micro-organismos
testados (E. coli e S. aureus). Os melhores resultados, entretanto, foram observados para a E.
coli que, por ser uma bactéria Gram-negativa, apresenta uma camada de peptidoglicanos (a
nivel de parede celular) menos espessa do que a S. aureus (que é Gram-positiva), o que acaba
facilitando a entrada e, consequentemente, a difusdo das AgNPs para o interior das células
desses micro-organismos.

Os resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos com a agua de reuso testada, por
sua vez, indicaram uma reducdo de até 98,5% de coliformes totais em relagdo a contagem
inicial (Agua de reuso sem tratamento), apresentando maior eficiéncia quando comparado ao
ensaio onde foi utilizada uma fonte de radiacao UV.

Por fim, sob o ponto de vista de aplicabilidade, baixo impacto ambiental e efetiva acdo

inibitdria, esse novo material € promissor como auxiliar na desinfeccdo de dguas de reuso.
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