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RESUMO

As propriedades versateis e o rapido crescimento da Nanotecnologia tem despertado o interesse significativo
de varios pesquisadores no ambito das aplicacfes dos nanomateriais em questdes relacionadas ao meio
ambiente. Particularmente, o seu potencial para revolucionar processos convencionais de tratamento de agua
foi enunciado recentemente. Muitos estudos tém avaliado a eficiéncia bactericida de nanoparticulas de prata
(AgNPs), uma vez que as mesmas mostram elevada atividade inibitéria contra uma ampla gama de micro-
organismos. Neste contexto, sistemas automontados através da técnica layer-by-layer (LbL) séo considerados
um bom meio para a incorporacdo de nanoparticulas metalicas. Assim, o presente trabalho teve por objetivo
preparar e caracterizar filmes finos obtidos a partir de solucbes de polieletrolitos fracos (hidrocloreto de
polialilamina — PAH, e poliacido acrilico — PAA) com AgNPs e reticulados com glutaraldeido, visando o
desenvolvimento de um material que pudesse ser utilizado como agente bactericida no tratamento
microbiol6gico de efluentes. Os ensaios realizados com os filmes produzidos por meio da técnica LbL
revelaram que 0s mesmos apresentam atividade inibitéria contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli), além de reduzirem em até 89,6% os coliformes totais presentes
em uma amostra de efluente industrial.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de Prata, Filmes Finos, Atividade Bactericida, Tratamento de
Efluentes.

INTRODUCAO

A Nanotecnologia, ciéncia e tecnologia que foca as propriedades especiais dos materiais em escala
nanomeétrica, esta se tornando um dos mais promissores campos de pesquisa da atualidade. Em virtude do seu
tamanho, os nanomateriais tém demonstrado possuir propriedades distintas. Em pouco mais de 15 anos, a
“explosdo” do nano tem levado ao desenvolvimento de uma vasta gama de novas tecnologias para aplicaces
domeésticas e industriais, que vao desde o reforco na entrega de medicamentos ao organismo humano até novos
métodos para o tratamento de dgua contaminada.

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

Esses sistemas automontados sdo considerados um bom meio para nanoparticulas. A incorporacdo dessas
espécies que possuem elevada area superficial pode afetar significativamente as propriedades dos filmes finos.

Uma classe de grande interesse para a fabricacdo de nanocompdsitos poliméricos sdo as nanoparticulas de
metais nobres, sintetizadas por via aquosa. A grande maioria dos estudos esta relacionada as nanoparticulas de
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prata (AgNPs), uma vez que as mesmas apresentam agdo contra uma ampla faixa de micro-organismos como
bactérias, fungos e virus. Além da sua potencial atividade bactericida, as nanoparticulas de prata podem ser
combinadas tanto com matrizes organicas como inorganicas possibilitando dessa forma, o desenvolvimento de
diversos materiais antibacterianos.

A aplicacdo de nanoparticulas no tratamento de agua é uma &area emergente. Os recentes avangos na
nanotecnologia oferecem oportunidades de desenvolver sistemas de abastecimento ou tratamento de &gua de
Gltima geragdo. Os processos altamente eficientes, modular e multifuncional ativados por nanotecnologia,
estdo previstos para proporcionar alto desempenho, agua a pregos mais acessiveis e solugdes de tratamento de
4guas residuais que dependem cada vez menos de grandes infraestruturas. Além disso, a utilizacdo da
nanotecnologia no tratamento de &gua e de efluentes promete ndo s6 superar os principais desafios enfrentados
pelas tecnologias de tratamento existentes, mas também fornecer novas possibilidades de tratamento que
poderiam permitir a utilizacdo econémica dos recursos hidricos ndo convencionais, visando expandir o
abastecimento de agua.

Tendo em vista a crescente demanda para o desenvolvimento de novas metodologias e estratégias de reuso de
aguas residuais destinadas a resolver o problema da escassez de agua sem agravar outros problemas
ambientais e de satde publica e, capazes de reduzir ou eliminar o uso de reagentes, minimizar a quantidade de
residuos gerados e permitir a reutilizacdo de materiais, este trabalho teve por objetivo preparar e caracterizar
filmes finos obtidos a partir de solugdes de polieletrélitos fracos (hidrocloreto de polialilamina — PAH, e
polidcido acrilico — PAA) com AgNPs e reticulados com glutaraldeido, visando o desenvolvimento de um
material que pudesse ser utilizado como agente bactericida no tratamento microbioldgico de efluentes.

MATERIAIS E METODOS
PREPARACAO DOS FILMES FINOS

As laminas de vidro foram inicialmente imersas em uma solucdo aquosa de PAH 1,0 x 107 mol/L
(M,, = 70 000 g/mol, Aldrich-Sigma) durante 15 min sendo, em seguida, retiradas da solucdo e lavadas por
imersdo em agua deionizada durante 2, 1, e 1 min, consecutivamente. Na sequéncia, as laminas foram imersos
em outra solucdo aquosa de PAA de mesma concentracdo (M,, = 90 000 g/mol, Polysciences) durante 15 min,
sendo lavados em agua deionizada de maneira analoga ao que foi descrito anteriormente.

As multicamadas foram obtidas com solug¢Ges aquosas compostas por (PAHgo/PAA,0)20, oOnde 8,0 e 4,0 séo os
valores de pH das solugbes do polication e do polianion durante a montagem dos filmes finos,
respectivamente; e 20 € o nimero de camadas.

SINTESE DAS AGNPS

As nanoparticulas de prata foram preparadas em meio aquoso pela reducdo quimica de uma solucéo de nitrato
de prata por boroidreto de sédio, na presenca de citrato de sédio (agente estabilizante), sob agitacdo, ao abrigo
da luz e a 23°C. Este procedimento foi realizado com base no método proposto por Jana et al. (2001).

Na preparacao, 250 mL de AgNO; 0,25 mmol/L foram adicionados a 250 mL de citrato de sédio 0,25 mmol/L
por 30 s, sob agitacdo magnética vigorosa. Imediatamente ap6s a mistura dessas duas solugGes, uma aliquota
de 10 mL de NaBH, 1,00 mmol/L foi adicionada a esse sistema. Apos a formacdo das AgNPs, o sistema foi
mantido sob agitacdo durante mais 1 min e a solucdo resultante foi imediatamente utilizada para a
incorporacdo das mesmas nos filmes finos.

ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA E
VISIVEL (UV-VIS)

A solucdo contendo as AgNPs foi analisada em um espectrofotdmetro 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. O branco foi medido com uma amostra de agua Milli-Q, previamente ao registro do espectro
da solucéo coloidal de prata.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As AgNPs foram previamente dispersas em &gua deionizada (1 gota da solugdo coloidal de prata em 20 mL
desse solvente) utilizando um ultrassom (Unique USC 1400) por 30 min. Em seguida, uma gota dessa nova
solucédo foi depositada sobre um grid de cobre com filme de Formvar (300 mesh) e deixada secar por 24 h.
Finalmente, a andlise de TEM foi realizada em um microscépio Jeol JEM-1200 Ex Il, operando em uma
voltagem de 80 kV.

INCORPORAGAO DAS AGNPS NOS FILMES FINOS E RETICULAGCAO COM GLUTARALDEIDO

Apbs a preparacéo dos filmes finos, os mesmos foram imersos em uma solugdo de AgNPs por um periodo de
1,2 e 4 h, sendo em seguida enxaguados em &gua deionizada durante 30 s. A incorporagéo das nanoparticulas
de prata foi realizada & 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 finos em meio aquoso, os mesmos foram reticulados com o
auxilio de uma solucéo aquosa de glutaraldeido 2,5% (v/v) por 30 min, & temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, sendo em seguida enxaguados em agua deionizada durante 30 s e posteriormente secos por 24 h.

ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os ensaios microbiolégicos foram realizados em placas de Petri com 4gar nutriente (HIMEDIA). A eficécia
antimicrobiana foi testada sobre a inibicdo do crescimento de Escherichia coli (ATCC - 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC — 25923).

As suspensoes das duas bactérias foram espalhadas de forma homogénea no meio de cultura de cada placa de
Petri para que os filmes finos pudessem ser depositados na parte superior do &gar, sendo posteriormente
incubados a uma temperatura de 37°C, por 48 h, em uma estufa bacteriologica (Quimis Q-317B). Ap6s o
periodo de incubacdo, as placas foram analisadas com o objetivo de se avaliar o efeito inibitorio do
crescimento bacteriano nas amostras, através da formagdo de um halo de inibicdo ao redor, sob e sobre os
filmes finos.

Tabela 1: Descricao dos sistemas utilizados nos ensaios microbioldgicos.

Sistema AgNPs pH da solucéo de AgNPs Reticulagdo com glutaraldeido
PAH4.0/PAA4_0 Nao - Nao
PAH4.0/PAA4_0 Nao - Sim
PAH4.0/PAA4_0 Sim 3,0 Néo
PAH,o/PAA,, Sim 3,0 Sim
PAH,o/PAA,, Sim 6,0 Né&o
PAH4.0/PAA4_0 Sim 6,0 Sim
PAHS.O/PAAL‘_O Néo - Néo
PAHgo/PAA, Néo - Sim
PAHgo/PAA, Sim 3,0 Né&o
PAHS.O/PAAL‘_O Sim 3,0 Sim
PAHgo/PAA, Sim 6,0 Né&o
PAHg o/PAA, Sim 6,0 Sim

Os ensaios microbiol6gicos preliminares foram realizados em agar estoque, com filmes finos de 20 camadas,
de acordo com o esquema apresentado na Tabela 1, utilizando-se apenas a cultura de Escherichia coli, e um
tempo de imersdo na solucdo coloidal de prata de 1 h. Neste trabalho estd sendo apresentado e discutido
apenas o sistema que apresentou o melhor resultado em termos de inibigdo (assinalado em “verde” na Tabela
1).

ABES — Associacédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



(ongresso Brasileiro de @
281 Engenharia Janitaria e imbiental

Y 3 8 de Outubra de 2015 | o de Janeiro | A ABES

TRATAMENTO DO EFLUENTE

As laminas de vidro contendo os filmes finos para a combinagdo (PAHgo/PAA, )0, imersas em solugdo de
prata por 4 h e reticuladas com glutaraldeido, foram mergulhadas em 250 mL de um efluente de reuso
industrial com concentracdo de coliformes de 900 UFC/mL em agitacdo de 180 rpm por 5, 10, 15, 30, 45, 60,
120, 240, e 360 min. Ap6s o término desse procedimento, procedeu-se a contagem total de coliformes
remanescentes nesses nove sistemas.

RESULTADOS

UV-VIS E TEM DAS AGNPS

O espectro da solucdo coloidal de AgNPs obtido em pH = 6,0 (Figura 1) evidenciou a presenga de uma Unica
banda de absorcéao centrada em 393 nm.

De acordo com a literatura, espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis podem fornecer
informacgdes importantes a respeito do tamanho e da geometria das nanoparticulas estudadas. Geralmente, uma
banda em torno de 400 nm indica a presenca de AgNPs de formato esférico. Essa constatacéo foi corroborada
pela analise de TEM, onde foi possivel observar nanoparticulas com esse formato.
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Figura 1: Espectro do UV-Vis das AgNPs em pH = 6,0

A Figura 2 apresenta a imagem de TEM das AgNPs. Como pode ser observado, as AgNPs apresentaram
formato esférico e um didmetro médio da ordem de 50 nm.

Figura 2: Imagem de TEM das AgNPs sintetizadas.
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ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os ensaios microbiolégicos mostraram que os filmes finos com AgNPs apresentam acgdo inibitéria contra
bactérias Gram-positivas (como é o caso do Staphylococcus aureus) e Gram-negativas, (como é o caso da
Escherichia coli). De modo geral, a maior atividade de inibicdo foi observada nos filmes testados contra a
bactéria Escherichia 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
gue acaba facilitando a entrada e consequentemente a incorporacdo das AgNPs nas primeiras, aumentando a
eficiéncia de inibicdo. Ainda que os halos nas placas de Petri sejam pequenos, uma vez que a area de contato
das laminulas de vidro com o agar é reduzida devido a fina espessura das mesmas, foi possivel observar que o
crescimento bacteriano sob e sobre os slides foi muito pequeno ou ndo aconteceu.

Finalmente, os ensaios microbiolégicos mostraram igualmente que o tempo de difusdo das AgNPs interfere
diretamente na atividade bactericida dos mesmos. Um maior tempo de imersdo em solucgdo coloidal de prata
potencializa a acdo bactericida, devido a uma maior adesdo de nanoparticulas nos filmes finos. O teste
realizado apds a incorporacdo das AgNPs por 4 h apresentou uma maior transparéncia em relacdo aqueles de 1
e 2 h, tanto para Escherichia coli (Figuras 3a, 3b e 3c) como para Staphylococcus aureus (Figuras 3d, 3e e 3f),
praticamente ndo evidenciando crescimento de nenhuma cepa bacteriana sob e sobre o slide.

(@) (©)
/ /|

(d) ()
Figura 3: Resultado do ensaio microbioldgico para o filme (PAHg o/PAA, )20 com AgNPs e reticulado
com glutaraldeido: (a) imersao por 1 h; (b) imersao por 2 h; (c) imersao por 4 h em solugao de AgNPs

contra Escherichia coli; (d) imerséo por 1 h; (e) imerséo por 2 h; (f) imerséo por 4 h em solucéo de
AgNPs contra Staphylococcus aureus.
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TRATAMENTO DO EFLUENTE

Os filmes produzidos para a combinagdo (PAHgo/PAA, ), foram imersos em 250 mL de um efluente para
reuso, proveniente de uma indstria de cutelaria, por diferentes tempos. No final de cada tempo, procedeu-se a
contagem dos coliformes totais.
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Figura 4: Influéncia do tempo de contato na contagem de coliformes totais do efluente.

A influéncia do tempo de contato dos filmes com as amostras do efluente na contagem de coliformes totais
pode ser visualizada na Figura 4. E possivel observar que ap6s 5 min de contato do efluente com os filmes
finos ocorreu uma reducdo de aproximadamente 27% dos coliformes totais presentes na amostra inicial. Apds
15 min de contato, mais da metade dos micro-organismos foram eliminados e, ap6s 360 min, em torno de
89,6% dos coliformes foram removidos.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Os filmes de PAH/PAA com AgNPs e reticulados com glutaraldeido, mostraram ac&o inibitéria contra as

bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com maior atividade de inibigdo contra a segunda
bactéria;

O tempo de incorporagdo das AgNPs nos filmes finos interferiu diretamente na atividade bactericida dos
mesmos. Um maior tempo de imerséo em solucdo coloidal de prata potencializa a a¢do bactericida, devido a
uma maior incorporagao de nanoparticulas nos filmes finos;

O tratamento do efluente com o filme (PAHgo/PAA,0)20 reduziu em torno de 90% dos coliformes totais
presentes na amostra inicial,

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