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RESUMO

Varios métodos tém sido estudados como alternativas para desinfeccédo da
agua, dentre eles a utilizacdo de metais como a prata, principalmente na sua forma
nanoestruturada. A incorporacdo dessas nanoparticulas em algum substrato é
indispensavel para que sua aplicacdo como meio filtrante para desinfeccdo da agua
seja eficiente. Este trabalho teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de prata
usando o aminoetil-aminopropil-trimetoxisilano (AES) como estabilizante e agente de
acoplamento para incorporar estas nhanoestruturas em particulas de celulose
microcristalina vislumbrando o uso destas como recheio de filtro para uso na
desinfeccdo da agua. Entre as diferentes quantidades de AES avaliadas, a de 10,8
mmol.L™ foi a que resultou na maior concentracdo de nanoparticulas de prata, com a
menor dispersdo de tamanhos e melhor estabilidade coloidal ao longo do tempo. As
imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) revelaram que as
nanoparticulas sintetizadas com esta concentracéo de AES apresentaram geometria
tendendo a esférica, e tamanho médio préximo a 5,0 nm. A funcionalizacdo da
celulose com as nanoparticulas de prata foi comprovada por analises de microscopia
eletrbnica de varredura com efeito de campo (MEV-FEG), espectroscopia na regiao
do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de massa
com plasma induzido acoplado (ICP-MS). Testes de lixiviagdo foram conduzidos
empregando a técnica de voltametria de pulso diferencial, e os resultados
demonstraram que mesmo apos 28 dias de submersdo em agua, a quantidade de
prata lixiviada a partir do substrato foi menor que 4%. Ensaios microbiolégicos
empregando como micro-organismos testes as bactérias Escherichia coli (Gram
negativa) e Staphylococcus aureus (Gram positiva) mostraram que o recheio de filtro

produzido apresentou excelente atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Desinfeccdo de agua, Nanoparticulas de Prata, Microparticulas de

Celulose, Atividade Antibacteriana, Funcionalizag&o.



Abstract

Several methods have been studied as alternatives for water disinfection. Among
them, the use of metals such as silver, mainly in its nanostructured form have gained
great attention. The incorporation of these nanoparticles in a substrate is totally
necessary in order to apply the product as an antibacterial filter medium for water
disinfection. This work aimed to synthesize silver nanoparticles using the
(aminoethyl-aminopropyl-trimethoxysilane (AES) as stabilizer and coupling agent to
incorporate these nanostructures onto the surface of microcrystalline cellulose
particles. In this way, such functionalized natural particles could be used as an
antibacterial filter filling capable to disinfect water. Among the different amounts of
AES tested, the concentration of 10.8 mmol.L-1 resulted in a higher concentration of
silver nanoparticles with smaller dispersion of sizes, and better colloidal stability
along the time. Transmission electron microscopy (TEM) images revealed that the
nanoparticles synthesized with this concentration of AES presented a geometry
tending to spherical shape with an average size close to 5.0 nm. The
functionalization of the cellulose microparticles with silver nanoparticles was
confirmed by field emission gun scanning electron microscopy (FEG-SEM), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and induced coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). Silver release tests were performed by using differential
pulse voltammetry and the results demonstrated that even maintaining the sample
under the water for 28 days, less than 4% (wt) of the total silver amount released
from the cellulosic substrate. Microbiological tests using Escherichia coli (Gram
negative) and Staphylococcus aureus (Gram positive) microorganisms showed that
the produced filter filling had an excellent antibacterial activity.

Keywords: Water Disinfection, Silver Nanoparticles, Cellulose Microparticles,

Antibacterial Activity, Functionalization
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INTRODUCAO

A agua potavel € um recurso finito necessario a vida, cujo acesso seguro &
essencial para a saude de uma pessoa. Além disso, € um direito humano
fundamental e um elemento de uma politica eficaz para a protecdo da saude (OMS,
2006).

O acesso confiavel a agua limpa é considerado um dos mais basicos
objetivos humanitérios, e continua a ser um grande desafio global para o século
XXI. No mundo todo, cerca de 780 milhGes de pessoas ainda ndo tém acesso a
fontes de agua potavel (QU; LI, 2013).

A portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude estabelece uma série de
parametros para o controle e vigilancia da qualidade da &gua para consumo
humano, assim como o seu padrédo de potabilidade, incluindo micro-organismos e
substancias quimicas que representam riscos a saude humana, além de fatores
qguimicos e fisicos.

Dentre o0s principais contaminantes, estd o grupo dos coliformes totais,
constituido por espécies de origem ndo exclusivamente fecal, podendo ocorrer
naturalmente no solo, na agua e nas plantas. A Escherichia Coli é um destes
coliformes totais termos tolerantes que pode oferecer sério risco a saude humana
(WHO, 1996).

A desinfeccao da agua pode ser obtida pela utilizacdo de diversas técnicas.
Durante os processos numa estacdo de tratamento de agua (ETA) convencional, as
etapas de sedimentacdo, coagulacédo e filtracdo removem parte dos organismos
patogénicos e outros presentes na agua. Existem processos especificos de
desinfeccdo, como a cloracdo, ozonizacao, desinfeccao por ultravioleta, troca idnica
e foto catélise heterogénea. Entretanto, esses métodos podem gerar subprodutos
indesejados e prejudiciais a saude (MEYER, 1994).

A cloracdo € o processo quimico mais utilizado atualmente para desinfeccao
da agua devido, principalmente, ao seu baixo custo e alta efetividade. Porém,
algumas propriedades do cloro, como a sua corrosividade, toxicidade, odor, gosto e
a geracao de subprodutos que podem causar impactos negativos na fauna aquatica,
motivando o desenvolvimento de outras tecnologias para a desinfecgdo da agua
(SOUZA, 2007).
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O desafio de alcancar a desinfec¢do da agua sem a formacéo de subprodutos
prejudiciais por processos quimicos convencionais, bem como a crescente procura
por sistemas de tratamento de agua, exige a busca por novas tecnologias que sejam
eficientes na desinfeccdo e no controle microbiano de agua para 0 consumo
humano.

O r4pido crescimento da nanotecnologia tem estimulado o interesse em se
utilizar distintos tipos de nanomateriais em diversas aplicacbes ambientais. Os
nanomateriais sdo excelentes adsorventes, catalisadores e sensores, devido
principalmente & sua grande area de superficie especifica e alta reatividade
(USEPA, 2007; Shannon et al, 2008).

Para que as nanoparticulas possam ser utilizadas na desinfeccdo da agua, é
necessaria sua incorporacdo em algum substrato. Na literatura é possivel encontrar
estudos nos quais estas nanoestruturas foram incorporadas em distintos substratos
com a finalidade especifica de tratar agua para o consumo, como por exemplo,
agueles feitos de materiais ceramicos (LARIMER et al., 2010; BRYASKOVA et al.,
2014) e poliméricos (CARA et. al, 2015), além de alumina (CABALA et al., 2015),
nitrocelulose (FERNANDEZ et al., 2016) e silica (WU, et. al, 2011, GUTIERREZ et
al., 2014).

Dentre os diversos tipos de substratos particulados que se pode usar como
recheio de um filtro para tratar a agua, a celulose aparece como uma alternativa
“verde”. Além de ser um material natural, oriundo de fontes renovaveis, é atoxico,
biocompativel e apresenta em sua estrutura uma grande quantidade de grupos
reativos hidroxila (OH), o que permite que moléculas possam ser ligadas
covalentemente em sua superficie.

Dentro deste contexto, o presente trabalho apresenta uma proposta de
metodologia para incorporar covalentemente nanoparticulas de prata na superficie
de particulas de celulose microcristalina vislumbrando o uso deste produto como um
recheio de filtro para ser usado na desinfec¢cdo da agua para o consumo. Para
alcancar este objetivo, as nanoparticulas de prata foram sintetizadas empregando
um aminosilano (AES) como agente estabilizante na dispersao de prata coloidal, e
como agente de acoplamento destas nanoestruturas na superficie das

microparticulas de celulose.
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A inovacao proposta neste trabalho de pesquisa esta relacionada ao material
utilizado como substrato, a celulose microcristalina, uma alternativa sustentavel e

ambientalmente correta para uso no tratamento de a4gua para o consumo humano.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Incorporar covalentemente nanoparticulas de prata em particulas de celulose
microcristalina visando a utilizagcdo do produto como um recheio de filtro com

propriedades antibacterianas.

1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata (NpAg), utilizando diferentes concentragdes

de agente estabilizante aminoetil-aminopropil-trimetoxisilano (AES);

e Caracterizar as nanoparticulas de prata quanto as suas caracteristicas opticas
e morfolégicas (forma e tamanho) empregando as técnicas de
espectrofotometria de UV-Vis e microscopia eletronica de transmissao (MET);

e Adsorver as nanoparticulas de prata sintetizadas com as distintas
concentracbes do agente estabilizante na superficie das particulas de

celulose microcristalina;

e Caracterizar as microparticulas de celulose funcionalizada por microscopia
eletrbnica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) e espectrometria

no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

e Quantificar as nanoparticulas de prata adsorvidas na celulose microcristalina
empregado a técnica de espectroscopia de massa por plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS);

e Investigar a lixiviagdo dos ions metélicos (Ag") e/ou das nanoparticulas de

prata adsorvidas empregado a técnica de voltametria de pulso diferencial
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Avaliar a atividade antibacteriana das particulas de celulose microcristalina
funcionalizadas com nanoparticulas de prata empregando como micro-
organismos testes as bactérias Escherichia coli (Gram negativa) e
Staphylococcus aureus (Gram positiva) de acordo com a norma ASTM E
2149;



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo revisados 0s aspectos tedricos pertinentes ao trabalho
de pesquisa proposto, abordando a importancia da 4gua, os principais tratamentos
quimicos e fisicos empregados para o potabilidade, os tratamentos alternativos

utilizando a nanotecnologia para tornar a agua potavel.

2.1Aguas e seus contaminantes

A agua é um recurso ambiental indispensavel a sobrevivéncia humana e é
direito de todos, independentemente das condi¢cdes socioecondmicas. Além de ser
um importante insumo para a grande maioria das atividades econdmicas, exerce
uma influéncia decisiva na qualidade de vida das populacdes. Se néo for fornecida
em quantidade e qualidade adequadas, a agua pode tornar-se um veiculo de
proliferacdo de doencas ou até mesmo de mortalidade.

O problema da escassez de agua é enfrentado por varios paises devido ao
desenvolvimento desordenado das cidades, da contaminacdo dos recursos hidricos,
e pelo crescimento populacional e industrial, que geram um aumento na demanda
pela &gua, provocando a diminui¢cao da oferta desse recurso.

Atualmente, dois e meio bilhdes de pessoas vivem em regides com
insuficiéncia de agua, enquadradas nesta categoria por apresentarem indice de
Escassez de Agua superior a 0,4. Para 0 ano 2025, esta populacdo devera atingir
3,5 bilhdes de habitantes.

Em uma regido afetada pelo terrorismo do Boko Haram como o nordeste da
Nigéria, 75% das infraestruturas de agua e saneamento foram destruidas ou
danificadsa pela violéncia. Ali, 3,8 milhdes de pessoas ndo tém acesso a agua
potavel, de acordo com a Unicef.

A é&gua ¢é um recurso natural renovavel abundante, que ocupa
aproximadamente 70% da superficie do nosso planeta. No entanto, 97% desta agua
é salgada e, portanto, impropria para o consumo. Menos de 3% da agua do planeta
€ ssa maior parte estd presa em aquiferos subterraneos, dificultando o acesso
humano. Somente 0,04% da agua doce do planeta esta disponivel na superficie, em
rios, lagos, mangues (Saveh, 2018).

No Brasil, ha uma importante heterogeneidade na distribuicdo geografica dos
recursos hidricos. Detentor de cerca de 13,7% de toda a agua doce superficial do
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planeta, 70% desse recurso se encontra na regiao amazonica, onde a densidade
populacional € relativamente pequena em comparacdo com outras regides
(GONCALVES, 2006).

Embora o Brasil seja o detentor de aproximadamente 12 % das aguas doces
do planeta, a maior parte (70 %) dessa &gua esta na bacia Amazénica. Os 30 %
restantes do volume de agua doce disponivel, abastece 93 % da populacdo do
Brasil, incluindo aqui a agricultura irrigada. (MMA/ ANA, 2007).

Segundo relatério da Agéncia Nacional de Aguas em 2015(Water for People,
Water for Life” United Nations World Water Development Report, a maior parte da
agua doce no mundo (cerca de 70%) é utilizada para irrigacéo e outros fins no setor
de agricultura. A indastria utiliza cerca de 22% da agua e o uso doméstico cerca de
8%. No Brasil, utilizamos 72% da agua para a agricultura; 9% para a dessedentacao
animal (em setores como a pecudria); 6% na industria; e 10% para fins domésticos.

De acordo com dados do Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF,
2016) quase metade da populacdo mundial (2,6 bilh6es de pessoas) ndo conta com
servico de saneamento basico. Cerca de 1,8 bilhdes de pessoas ndo tém acesso
seguro a agua com condi¢cdes minimas para o consumo humano (UNICEF, 2016).

A disponibilidade de fontes de 4gua seguras e suficientes esta ligada a forma
como as aguas residuais sédo gerenciadas. O aumento das quantidades de esgoto
nao tratado, combinado com escoamento agricola e descarga industrial, degradaram
a qualidade da agua e os recursos hidricos foram contaminados em todo o mundo.
Globalmente, 80% das aguas residuais regressam ao ecossistema sem serem
tratadas ou reutilizadas, contribuindo para o uso de agua contaminada com
fezes.(Un-Water, 2018).

As doencas provocadas por microrganismos patogénicos, presentes na agua
e alimentos constituem um problema comum de salde publica no Brasil (SOUSA,
2006). Assim, uma baixa qualidade da agua e o abastecimento a partir de fontes
inseguras representam grandes ameacas para a saude humana.

A transmissdo de doencas infecciosas e parasitarias que foram confirmadas
por estudos epidemiologicos através da ingestdo de patégenos em agua potavel
contaminada, inclui a hepatite A e E, rotavirus, colera, disenteria bacteriana e febre
tifoide (Teunis et al., 2009).

Uma série de agentes pode causar as enfermidades de veiculagdo alimentar

e hidrica, e o periodo de incubacéo e a duracdo de cada doenca séo bem variaveis
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(MACEDO, 2007). Segundo o Ministério da Saude (2011), os patégenos que
possuem relevante importancia no Brasil, e sdo investigados em casos de surtos,
sdo: Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Shigella spp.,
Vibrio cholerae 01, Vibrio parahaemolyticus, Cryptosporidium spp., Rotavirus,
Norovirus, Virus da Hepatite A, Enterobacter spp., Toxoplasma gondii, Giardia spp. e
Trypanossoma cruzi.

O Staphylococcus aureus € uma bactéria em formato esférico que apresenta
tendéncia a se agrupar em forma de cachos. Possui uma espessa parede celular
composta de peptideoglicano, corando-se dessa forma de violeta pela técnica da
coloracdo gram, sendo denominada uma bactéria Gram positiva. E anaerobio
facultativo, podendo ser encontrado no ar, agua, esgoto, alimentos, superficies e
utensilios. O homem e os animais saudaveis apresentam a bactéria nas vias nasais,
garganta, pelos e pele, sendo uma importante fonte de contaminacao dos alimentos.
Algumas linhagens deste microrganismo causam intoxicacdes alimentares por
produzirem enterotoxinas que estimulam a producéo de citoxinas. Estas toxinas sao
altamente termoestaveis, resistentes ao cozimento e altas temperaturas e se
acumulam nos alimentos que, ao serem ingeridos podem causar, causam nauseas,
vomitos e dores abdominais. A doenca pode durar de dois a trés dias (FORSYTHE,
2002; MACEDO, 2007).

Os coliformes totais sdo definidos como bacilos Gram-negativos (ou seja,
possuem como parede celular uma fina camada de peptideoglicano além de uma
membrana externa rica em lipopolissacarideos),ndo formadores de esporos,
capazes de crescer aerobicamente e anaerobicamente na presenca de sais biliares
ou agentes tensoativos. Geralmente fermentam a lactose a 35-37°C, com producéo
de &cido, gas e aldeido em 48 h, E. coli e outros coliformes fecais (ou
termotolerantes) constituem um subgrupo das bactérias coliformes totais capazes de
crescer a 44-45 °C.Os coliformes pertencem a familia Enterobacteriacea e os
géneros geralmente encontrados na agua sao Citrobacter, Enterobacter, Escherichia
e Klebsiella (CETESB, 2009).
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2.2 Tratamentos de agua para o consumo humano

De acordo com a Portaria MS n°. 2.914/2011, a agua potavel é definida como
sendo uma agua para consumo humano, cujos parametros microbiologicos, fisicos,
guimicos e radioativos devem atender ao padrdo de potabilidade, e que néo ofereca
riscos a saude (BRASIL, 2011).

A qualidade da agua que é consumida pela populacdo depende de diversos
fatores, tais como: selecdo e protecdo eficaz e permanente das origens da agua;
tratamento adequado da agua; correta concepcdo, construcdo e exploracdo dos
sistemas de distribuicdo, assim como a manutencdo das redes de tubulacbes e
reservatérios de armazenamento.

Segundo Bursill (2001), o tratamento de agua para consumo humano deve ter
como metas: garantir a producdo de agua segura; proporcionar agua esteticamente
agradavel e assegurar que a tecnologia empregada ndo causara a presenca de
compostos indesejaveis apds o tratamento.

A maior parte dos sistemas de tratamento € concebida para remover as
contaminagdes microbiolégicas e os constituintes que afetam a aceitabilidade da
mesma ou promovem a sobrevivéncia dos microrganismos, muitas vezes associados
a presenca de sélidos suspensos na agua. A desinfeccado também esta presente em
quase todos os tipos de sistemas de tratamento, independentemente do seu
tamanho ou complexidade. A desinfeccdo acontece por varios motivos:
primeiramente para inativar as bactérias que ainda possam estar presentes na fase
final do tratamento e, mais importante, para garantir que se mantenha um teor
residual de desinfetante de modo a eliminar qualquer bactéria introduzida durante a
fase de armazenamento ou na distribui¢ao (WHO, 2012).

Vérios processos de tratamento, tais como coagulacédo, decantacao, filtracdo
e desinfeccdo sdo necessarias para fornecer mdltiplas barreiras para a
disseminacao de micro-organismos patogénicos (Reinoso et al.,2008).

Em grande parte dos tratamentos é utilizado o sulfato de aluminio para
coagular materiais sedimentaveis como bactérias e protozoarios € o0 cloro para
desinfeccdo da agua (MACEDO, 2007).

A destruicdo de micro-organismos patdgenos envolve o uso de agentes
quimicos reativos como cloro, cloroamina, dioxido de cloro e ozonio. Cada um

destes desinfetantes tem suas vantagens e desvantagens em termos de custo,
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eficicia, estabilidade, facilidade de aplicacdo e natureza dos subprodutos do
desinfetante (WINFREY et al.,2010).

A cloracdo é o processo quimico mais utilizado atualmente para desinfeccéo
da agua devida, principalmente, ao seu baixo custo e alta efetividade. Porém,
algumas caracteristicas do cloro, como a sua corrosividade, toxicidade, odor, gosto e
a geracdo de subprodutos, podem causar impactos negativos na fauna aquatica.
Esta constatacdo vem motivando o desenvolvimento de outras tecnologias para a
desinfeccdo de aguas (SOUZA, 2007).

O processo de ozonizagdo tem como principal vantagem o proprio 0zoénio, um
potente agente oxidante capaz de oxidar compostos organicos e inorganicos.
Contudo, apresenta pouca estabilidade e ndo permanece tempo suficiente na agua
para produzir efeito contra contaminacdes residuais. (DANIEL, 2001).

Esses componentes, assim como o iodo e o bromo, tém a capacidade de
formar ligac6es com alguns constituintes da 4gua, formando subprodutos prejudiciais
a saude humana.

Com relacdo aos processos que empregam agentes fisicos, pode-se citar o
uso de irradiacao ultravioleta (UV), lampadas germicidas, agentes antimicrobianos
ligados a polimeros e a utilizacdo de ions de prata (SOUZA, 2007; WU et al., 2011;
MTHOMBENI et al., 2012; CABALA et al., 2015).

Ao contrario de outros desinfetantes que possuem acao quimica, a radiacao
UV atua por meio fisico, atingindo principalmente os acidos nucleicos dos micro-
organismos, promovendo reac¢des fotoquimicas que inativam os virus e as bactérias.
Um dos fatores importantes desse método € o custo, que o torna competitivo
economicamente se comparado a cloracdo (DANIEL, 2001).

Tecnologias que continuam sendo bastante explorados sdo 0s Processos
Oxidativos Avancados (POA), tecnologias que utilizam principalmente o radical
hidroxila (HO) para a oxidacdo dos poluentes, tém se destacado como métodos
alternativos promissores no tratamento de aguas residuais e efluentes industriais.
(ARAUJO et al., 2016).

Os filtros domésticos de purificacdo de agua tém utilizado varias técnicas
acopladas para atingir seu objetivo, como a utilizacdo de membrana de diversos
tipos, carvao ativado e lampadas UV (JUNIOR, 2004).

Métodos de tratamento de agua para consumo com base em processos

cataliticos potencializados com o uso da nanotecnologia podem ser alternativas de
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baixo custo e de alta eficiéncia para os métodos tradicionais, em particular em
regibes carentes e de acesso limitado a outras técnicas, como nas regides do semi-
arido brasileiro (ORTIZ-IBARRA, 2007).

2.3Nanotecnologia

Uma transformacéo na ciéncia e na tecnologia, mostra que os materiais em
nanoescala podem apresentar propriedades que diferem daquelas em escala
macroscopica. A esta ciéncia que estuda estes novos materiais em escala
nanomeétrica, foi atribuido o nome de nanociéncia, porém € mais comumente
chamada de nanotecnologia (DURAN et al., 2016, MENDONCA, 2009).

As particulas em tamanho nanométrico apresentam uma grande area
superficial, além de exibirem propriedades O6pticas, magnéticas, mecanicas ou
quimicas que diferem das superficies de particulas em escala macroscopicas
(QUINA, 2004, MENDONCA, 2009).

Nanoparticulas possuem aplicacfes em diversos setores, como a tecnologia
de sensores, microeletronica, aparelhos Opticos, marcadores biologicos, sistema de
transporte de drogas e como agentes bactericidas (SONAI, 2008; CRUZ, 2010;
MELO JR. et al. 2012)

2.4Nanoparticulas de prata

A prata é conhecida como um excelente agente antimicrobiano, apresentando
amplo espectro de acdo antimicrobiano, como bactérias Gram positivas (como
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumonia) e Gram negativas (como
Escherichia coli e Vibrio cholerae), fungos e virus (BERNI NETO; RIBEIRO;
ZUCOLOTTO, 2008; SONAI, 2008; MONTEIRO, 2009; MARAMBIO-JONES; HOEK,
2010)

A acéo inibitéria e bactericida de ions de prata frente um largo espectro de
micro-organismos ja é conhecida ha bastante tempo e recentemente tem recebido
atencdo por sua atividade antimicrobiana que oferece possibilidades de uso com
propésitos medicos e de higiene (DURAN, 2010).
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A acdo biocida das nanoparticulas de prata, assim como, a de outros oxidos
metalicos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, deve-se principalmente
a sua alta reatividade (SOUZA, 2007).

Em adicdo a atividade antimicrobiana, os mecanismos de acao e toxicidade
também sdo de suma importancia, despertando o interesse em estudar esses
aspectos (DURAN, 2010).

O efeito inibitorio das nanoparticulas de prata pode ser associada aos danos
causados no processo de respiracdo celular e permeabilidade ao interagirem com
grupos sulfaricos nas membranas dos micro-organismos,como mostrado na Figura 1
(DAMM; MUNSTEDT; ROSCH, 2008).

Foi observado que niveis micromolares de ions de prata agem na cadeia
respiratoria ao desacoplar o transporte de elétrons da fosforilagdo oxidativa e, assim,
inibem as enzimas da cadeia respiratéria (FENG et al., 2000). Os jons Ag* também

podem interagir com o DNA, impedindo a reprodugéo celular (DAMM, 2008).

Destruigao da
1 Membrana
Celular

Inibigdo da
Replicagdo

Inibigdo das
do DNA .

Enzimas

Figura 1 — Representacdo Esquemaética da atividade antimicrobiana da prata.
Fonte: (MORONES, 2005).

Na Figura 2 sdo representados 0s principais mecanismos de acao
antimicrobiana das nanoparticulas de prata (NpAg): dano direto & membrana celular
devido a sua afinidade com o grupo tiol (-SH), interacdo com o DNA, impedindo sua
replicacéo; liberacdo de ions prata e geracdo de espécies reativas de oxigénio —
ROS. (BERNI NETO, RIBEIRO, ZUCOLOTTO, 2008; SONAI, 2008; MARCIANO,
2008; MONTEIRO, 2009; CARREIRA et al. 2009; ROCHA, 2010; BERNI NETO,
2010; DURAN et al. 2010; MARAMBIO-JONES, HOEK, 2010).



22

s *
RO & - e ,° @ Nanoparticulas de prata
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1 ® jons prata
Proteinas de membrana

(1) Liberacéo de ions prata (2) geracdo de ROS (3) interacdo com proteinas de membrana,
afetando seu funcionamento correto (4) acumulo na membrana celular, afetando a
permeabilidade de membrana (5) penetracdo na célula onde pode: (a) gerar ROS, que
podem vir a danificar DNA, membrana e proteinas (b) liberar ions que provavelmente
afetardo DNA e proteinas de membrana e (c) agir diretamente afetando o DNA.

Figura 2 — Esquema dos mecanismos de acdo antimicrobiana das NPsAg.
Fonte: Adaptado de MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010.

Com a reducdo do tamanho das particulas de prata a escala nanométrica, a
eficacia da acdo antimicrobiana é aumentada devido a sua grande area superficial
por unidade de volume (SONAI, 2008; MONTEIRO, 2009; RATYAKSHI; CHAUHAN,
2009; REIS, 2011).

Estudos foram conduzidos com prata impregnada em filtros de carbono, onde
foi verificada a sua capacidade de reduzir a atividade bacteriana (LE PAPE et al.,
2002; LE PAPE et al., 2004; ORTIZ-IBARRA et al., 2007).

De acordo com Le Pape (2002), fibras de carbono ativadas, impregnadas ou
ndo com compostos metalicos, foram testadas em um sistema aquoso dindmico para
avaliar suas propriedades antimicrobianas, resultando na forte atividade letal contra
E. coli, S. cerevisiae e P. pastoris. A mortalidade celular foi claramente demonstrada
pelas medidas da proteina adenosina trifosfato (ATP), e foi obtida apés um tempo de
contato muito curto (alguns segundos) entre os micro-organismos e o filtro de
carbono impregnado com prata.

ORTIZ-IBARRA et al. (2007) demonstraram um reator eletroquimico operado
em diferentes condi¢bes de fluxo para depositar prata a partir de solugbes aquosas
de AgNO; e acido tartarico como um aditivo organico sobre um carvdo comercial

ativado para conferir acdo bactericida em processos de purificacdo de agua. A
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atividade bactericida das amostras de carbono incorporadas com prata foi testada
em amostras de agua potavel inoculadas com E. coli. A atividade antimicrobiana do
composto em relagdo a E. coli indicou reducdes em até sete ordens de grandeza no
logaritmico do numero de unidades formadoras de colénias por unidade de volume
(UFC / mL) em apenas 10 min. de contato. Para isso, uma concentracéo de 2,47%
em massa de prata (m /m) foi utilizada.

Estudos realizados por Melaiye et al. (2004) mostraram que o mecanismo de
acado dos ions Ag”’ contra a bactéria Gram-negativa E.coli inibe a cadeia respiratdria,
interferindo diretamente na replicacdo do acido desoxirribonucleico (DNA) da

bactéria e inativando as proteinas celulares.

2.5Tratamentos de 4gua utilizando nanoparticulas de prata

O uso de nanoparticulas de prata visando o tratamento antimicrobiano da
dgua é uma estratégia que vem sendo testada nos ultimos anos. Para que as
nanoparticulas de prata possam ser utilizadas na desinfec¢do da agua, € necessaria
sua incorporacao em algum substrato. Na literatura € possivel encontrar estudos nos
quais estas nanoestruturas foram incorporadas em distintos substratos com a
finalidade especifica de tratar 4gua para o consumo, como por exemplo, aqueles
feitos de materiais ceramicos (LARIMER et al., 2010; BRYASKOVA et al., 2014) e
poliméricos (CARA et al, 2015), além de alumina (CABALA et al.,, 2015),
nitrocelulose (FERNANDEZ et al., 2016) e silica (WU et al., 2011, GUTIERREZ et
al., 2014).

O estudo desenvolvido por LARIMER et al. (2010) mostra que 0 mecanismo
bactericida se baseia no contato direto entre a prata e a parede celular de um
organismo contaminante. Neste estudo, a analise microestrutural foi utilizada para
examinar o efeito do meétodo de processamento sobre a distribuicdo de
nanoparticulas de prata no material do filtro. O nanofluido (particulas de prata
coloidal dispersas em agua deionizada) foi impregnado em amostras de ceramica —
mistura de argila (caulinita) e serradura. Como um constituinte impregnado em filtros
de agua de ceramica de baixo custo, as nanoparticulas de prata demonstrou efeito
antibacteriano. Acredita-se que o mecanismo bactericida se baseie em contato direto

entre a prata e a parede celular de um organismo contaminante.
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Cabala et al. (2015) utilizaram duas rotas diferentes para depositar
nanoparticulas de prata (NpAg) em substratos porosos de alumina com o objetivo de
obter elementos filtrantes antibacterianos para a desinfeccdo da agua potavel. As
nanoparticulas de prata foram depositadas em espumas ceramicas de 40 e 80 ppi
(média de poros por polegada linear) por pulverizacéo catodica (fonte de energia de
corrente continua) e reducdo quimica de nitrato de prata (AgNO3) adicionando a
solucédo de PVA. O teste de eficiéncia antibacteriana preliminar foi realizado em um
aparelho de circuito fechado, no qual 800 mL de uma solucao salina, inoculada com
E. coli (7,5 x 10* UFC / mL), foi bombeada continuamente através de um filtro
durante 15 minutos com vazao de 1080 mL / min. Os resultados indicaram que a via
de reducdo quimica conduziu a formacdo de particulas nanométricas distribuidas
homogeneamente. Os autores afirmaram que a deposicdo de NpAg néo teve efeito
significativo nas propriedades de permeabilidade. Além disso, os testes de eficiéncia
antibacteriana foram eficientes contra a bactéria Escherichia coli (E. coli).

Fernandez et al., (2016), desenvolveram filtros de agua com acao bactericida,
impregnando as membranas de nitrocelulose do filtro com diferentes nanoparticulas
de prata biossintetizadas. As propriedades bactericidas destas nanoparticulas contra
Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomona aeruginosa foram
demonstradas com sucesso. Neste estudo, observou-se inibicdo completa do
crescimento bacteriano em filtros de membrana de nitrocelulose impregnados com 1
mg.L™ de NpAg biosintetizados. Esta concentracao foi capaz de reduzir a contagem
de colbnias de bactérias em mais de 5 ordens de grandeza, adequando-se a um
dispositivo de purificacéo de agua.

Cara et al., (2015), avaliaram a eficiéncia na desinfeccdo da agua
empregando nanoparticulas de prata funcionalizadas (NPsAg) em matriz polimérica,
poliamida-66, percentual de 0.50% m/m, durante 3 h. Os ensaios foram realizados
de acordo com a norma ASTM E 2149 (2001), avaliando as andlises microbiol6gicas
de coliformes fecais, especificamente a E. coli. Observou-se que apos 24 horas de
incubacgéo, as amostras com 0,5% de NPsAg, sob agitacdo a temperatura ambiente
(25°C) e 35°C, apresentaram respectivamente 97,24% e 100% de acao
antibacteriana. Em repouso, a acédo antibacteriana foi de 81,65%, e 100% para as
mesmas temperaturas quando avaliado o indice de unidades formadoras de coldnias
(UFC) por 100 mL com a amostra branco. Os pellets funcionalizados foram

submetidos a ensaios de lixiviacdo para avaliar a taxa de migracdo da prata para a
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agua empregando-se a técnica de Espectroscopia de Massa Atdbmica com Plasma
Induzido (ICP-MS). Por meio dos ensaios de lixiviagdo pode-se utilizar um referencial
padrdo de concentracdo para as NPsAg sem efeitos toxicos conforme a legislacéo
vigente, CONAMA 357/2005 , além de verificar que o suporte escolhido, a poliamida
66, ndo se mostrou adequado devido a lixiviagdo da prata para a dgua. Assim as
nanoparticulas de prata apresentaram relevante atividade antimicrobiana,
principalmente para o tempo de residéncia de 3 horas sob condicdo de agitacéo e
temperatura de 35°C

Gutierrez et al., (2014), incorporaram, as nanoparticulas de prata em quatro
concentracdes diferentes em cinzas de casca de arroz (RHA — rice husk ashes) para
promover um efeito antimicrobiano. O carbono ativado incorporado com prata
coloidal usada para filtros de gravidade foi testado como um material de
comparacao. A deposicao de nanoparticulas de prata foi realizada em um copo de
500 mL, onde o RHA foi adicionado em quatro proporcdes diferentes., Para 1 g de
RHA: 0,5, 2, 4 e 8 ml de nanoparticulas de prata (nAg) foram adicionadas. A
suspensao foi agitada magneticamente e seca a 80°C durante 24 h. As analises
microbioldgicas foram realizadas usando uma modificagdo do método ASTM E 2149
(2001).A atividade antimicrobiana foi testada usando 1,0 = 0,2 g de RHA ,com ou
sem nanoparticulas de prata incorporadas em diferentes concentragées, e 1,0 + 0,2
g de carbono comercial ativado com prata coloidal para comparacdo. Todas as
amostras foram testadas com 100 ml de 4gua destilada contaminado com E. coli.Os
resultados revelaram uma dispersdo homogénea de nanoparticulas de prata no
substrato, demonstrando que as nanoparticulas de prata foram impregnadas com
sucesso na RHA.As amostras de RHA impregnados com NpAg foram mais eficazes
na reducdo do numero de bactérias do que a carbono comercial ativado.

Yaohui et al. (2009) desenvolveram um filtro ceramico com a presenca das
nanoparticulas de prata. Os compdsitos ceramicos porosos incorporados com
nanoparticulas de prata foram preparados por exposicao a uma solucao coloide de
nanoparticulas de prata em ceramica porosa modificada por um agente de
acoplamento de aminosilano, o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). A conexao entre
a nanoparticula e a ceramica depende das ligacdes de coordenacdo entre o grupo -
NH, na parte superior da molécula APTES e os atomos de prata na superficie das
nanoparticulas. A outra extremidade do agente de acoplamento de aminosilano se

liga a atomos de silicio na ceramica através de uma ligacdo Si-O-Si. Nao ha perda
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Obvia de nanoparticulas apds imersdo em um banho de ultra-sons durante 15 min,
ou depois de manter a ceramica incorporada durante varias semanas em um
ambiente atmosférico. A Escherichia coli (E. coli) foi selecionada como indicador de
fecal contaminacdo da agua. Uma suspensdo bacteriana de E. coli foi diluida para
10*-10° UFC / mL (UFC = unidades formadoras de coldnias) em 10mL de agua
pura.Combinado com baixo custo e eficacia na proibicdo do crescimento de E. coli,
esses materiais devem ter ampla aplicacao para o tratamento de agua potavel.

Biswas e Bandyopadhyaya (2016) realizaram a desinfeccdo de agua atraves
de carbono ativado impregnado com as nanoparticulas de prata. As nanoparticulas
de prata foram impregnadas seletivamente na superficie externa dos granulos de
carbono ativado tratados com plasma para conseguir a desinfec¢cdo continua de
agua em um unico fluxo - Configuracdo de colunas. Primeiro, os NPAg (tamanho
médio de 28 nm) foram sintetizados por reducdo UV. Posteriormente, as
experiéncias de microbioldgicas utilizando o micro-organismo teste Escherichia coli
foram realizadas em operacdes de balédo agitado (Batch-mode) e fluxo-coluna (Modo
continuo), usando E. coli K12 (MTCC 1302) como organismo modelo. Com o tempo
de contato de 25 min, foram utilizadas trés colunas (todas com uma altura de 25 cm,
mas diametros crescentes de 1, 5 e 8 cm, respectivamente) para monitorar o
desempenho de morte celular ao longo do tempo. Para todas as colunas, a agua de
entrada com 10* UFC / ml E. coli pode ser completamente desinfectada para
produzir agua tratada.

No estudo de Sun et al. (2009), relata-se a acdo de uma membrana anti-
incrustante produzida através de nanoparticulas de 6xido de grafeno e prata (GO-
AgNPs) em uma membrana de acetato de celulose (CA). A presenca do composto
GO-AgNPs na membrana exibiu uma forte atividade antibacteriana, levando a uma
inativacdo de Escherichia coli em 86% ap0s o0 contato com a membrana por 2 h.

Mecha (2014), desenvolveu uma unidade de tratamento de agua simples
alimentada por gravidade com base em membranas de microfiltragdo em tecido.
Este estudo explora a combinacdo das membranas com nanoparticulas de prata
(AgNPs) usando um meétodo de redugdo quimica modificada. As membranas
originalmente brancas ficaram marrom-amarelas devido a ressonéncia plasmonica
da superficie da prata; no entanto, ndo houve diferenca significativa na morfologia
das membranas apés a impregnacdo com 0,0117% em peso de AgNPs. O

tratamento de agua enriquecida com bactérias (2.500 - 77.000 UFC / 100 mL
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Escherichia coli) mostrou que a eficiéncia de remocdo das membranas néao
revestidas foi de 84-91% e a das membranas revestidas foi de 100%. Por
conseguinte, as membranas revestidas representaram um grande potencial para o
tratamento da agua. Este é o primeiro estudo que investigou a incorporacao de
AgNPs em membranas WFMF e caracterizou suas propriedades.

Oyanedel-Craverand e SMITH (2008) utilizaram filtros de ceramica
impregnados com nanoparticulas de prata em escala laboratorial para testar o
tratamento de agua de uso domiciliar. Os filtros ceramicos cilindricos e impregnados
com nanoparticulas de prata para tratamento de agua domeéstico (ponto de uso)
foram fabricados e testados quanto ao desempenho no laboratério em relacdo ao
fluxo e ao transporte de bactérias. Os filtros foram fabricados combinando solo rico
em argila com agua,argila previamente cozida e farinha, pressionando-os em
cilindros e sintetizados a 900 ° C por 8 h. A distribuicdo do tamanho dos poros dos
filtros ceradmicos resultantes foi quantificada por porosimetria de mercurio. A prata
coloidal foi aplicada a filtros em diferentes quantidades e formas (imerséo e pintura).
Os filtros também foram testados sem qualquer aplicacdo de prata coloidal.
Escherichia coli (E. coli) foi utilizada para quantificar o transporte bacteriano atraves
dos filtros. A condutividade hidraulica e a distribuicdo do tamanho dos poros
variaram com a composi¢éo do filtro; as condutividades hidraulicas foram da ordem
de 10®° cm/s e mais de 50% dos poros para cada filtro tinham diametros entre 0,02 e
15 um. Os filtros testados removeram entre 97,8% e 100% das bactérias
aplicadas.Os tratamentos de prata coloidal melhoraram o desempenho do filtro,
presumivelmente pela desativacdo de bactérias. A quantidade de prata coloidal
aplicada por filtro foi mais importante para a remocéo de bactérias do que o método
de aplicacdo. As concentracfes de prata na agua do filtro de efluentes foram
inicialmente superiores a 0,1 mg / L, mas cairam abaixo desse valor apés 200
minutos de operacdo continua. Esses resultados indicam que os filtros ceramicos
impregados com prata coloidal, que podem ser feitos com materiais e mao-de-obra
principalmente locais, sdo promissores como uma tecnologia de tratamento de agua
eficaz e sustentavel para as comunidades mais pobres do mundo.

O grupo Tata (2010) desenvolveu um filtro denominado SWACH, que utiliza
cinzas de casca de arroz impregnadas com nanoparticulas de prata para purificacdo

de &gua direcionada & populagio de baixa renda na india.
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A organizacdo nao governamental Potters for Peace (2017) tem auxiliado na
producdo de purificadores de &gua ceramicos a base de prata coloidal.
Experimentos tem mostrado que esses filtros eliminam acima de 99,9% de agentes

patogénicos presentes na agua
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Sinteses das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram preparadas utilizando-se nitrato de prata
(AgNO3, Cennabras, pureza > 99 %) como sal precursor, aminoetil-aminopropil-
trimetoxisilano (AES, Xiameter OFS-6020, 70-90 % m/m) como agente estabilizante,
e 0 borohidreto de sédio (NaBH,4, Cinética, P.A.) como agente redutor dos ions
metalicos (Ag").

Inicialmente, o AgNO;3; (0,0157g) e o agente estabilizante (AES) foram
adicionados em agua deionizada (90 mL), e mantidos sob agitacdo durante 48 h
(600 rpm, 20 °C). Diferentes concentracdes do AES (2,7; 5,4; 10,8 e 21,6 mmol.L™)
foram utilizadas para avaliar a sua influéncia sobre a estabilidade coloidal e
propriedades morfolégicas das nanoestruturas. As sinteses foram conduzidas sob
agitacdo constante (600 rpm) e temperatura de 20°C em um reator encamisado de
100 mL construido em vidro boro-silicato, conectado a um banho termocriostatico
para controlar a temperatura do meio reacional. A solugdo de NaBH, (10 mL com
concentracdo de 0,46 mmol.L™), preparada no momento da sintese e mantida em
banho de gelo, foi adicionada a solucdo de AgNOs; e estabilizante (AES) a uma
vazdo de aproximadamente 1,0 mL.min™ por meio de uma bureta graduada de vidro.
Apés o término da dosagem da solucéo do agente redutor, o sistema foi mantido sob
agitacao por mais 30 min. para garantir o término da reacdo. Ao término da sintese,
cerca de 10 mL da disperséao coloidal produzida foi armazenada em frascos de cor
ambar para ser posteriormente caracterizada. O restante foi destinado a
funcionalizagdo da celulose microcristalina. Todas as reagbes foram feitas em

triplicata a fim de comprovar sua reprodutibilidade.

3.2 Caracteriza¢fes das nanoparticulas de prata

As propriedades Opticas das nanoparticulas sédo diretamente dependentes de
suas propriedades morfoldégicas (NOGUEIRA et al.,, 2014). Para estabelecer uma
relacdo entre tais propriedades e avaliar a estabilidade das nanoparticulas de prata,
aliquotas dos sistemas coloidais foram submetidas a andlises de espectrofotometria
de UV-Vis.
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As amostras foram preparadas por meio de diluicdo de 0,5 mL de cada
sintese realizada em 3,5 mL de agua destilada e as andlises foram conduzidas na
faixa de comprimento de onda entre 300 e 1000 nm utilizando-se cubetas de vidro
com trajeto Optico de 10 mm e um intervalo de leitura de 1 nm. As leituras foram
realizadas em triplicata em um espectrofotdmetro de UV-VISIVEL (Shimadzu UV —
1601PC) instalado no Laboratério de Praticas Farmacéuticas da UNIVILLE.

Andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas
com o objetivo de avaliar a geometria e as caracteristicas de tamanho (das
nanoparticulas de prata sintetizadas na presenca de distintas concentragfes do
aminosilano (AES).

As imagens de MET apresentadas neste estudo foram realizadas com uma
magnificacdo de 300.000 vezes, e o0s histogramas das distribuicdes de tamanho das
particulas (DTP’s) foram elaborados a partir da medicdo de uma média de 200
nanoparticulas por condicdo operacional testada. O software aberto ImageJ foi
utilizado para processar as imagens e viabilizar a elaboracdo dos histogramas com
as DTP’s.

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As analises de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) foram
conduzidas em um microscoépio JEOL JEM-2100 (UDESC - Joinville) operando com
tensdo de 200 kV. A analise foi realizada com a transferéncia de 10 gotas da
dispersdo coloidal (suspensédo nanocelulésica) concentrada em grids de cobre de

300 mesh recobertos com filme de carbono. As grades foram mantidas em estufas.

3.3 Funcionalizacdes da celulose microcristalina

Apds a sintese das nanoparticulas de prata, 1,0 g de microparticulas de
celulose microcristalina (marca Blanver, com diametro médio de 200 pm), foi
adicionado em 10, 20 e 100 mL de dispersao coloidal. As suspensdes formadas
foram mantidas sob agitacdo de 700 rpom durante 1 h, e deixadas em repouso até
que todo conteudo particulado sedimentasse no fundo do béquer, e o sobrenadante

apresentasse aspecto incolor, conforme figura 3. O procedimento foi empregado
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para viabilizar a impregnagdo das nanoparticulas de prata na superficie das
particulas de celulose microcristalina.

a) b) C)

Figura 3 — Evolucdo do processo impregnacdo das nanoparticulas de prata na
superficie das particulas de celulose microcristalina: a) apés 1 h; b) apds 48 h; c)
apos 72 h

Apo6s 72 h de repouso, o sobrenadante foi separado e o material particulado
sedimentado foi mantido a temperatura ambiente por cerca de 72 h para evaporacéo
do excesso de liquido. Na etapa seguinte, as microparticulas de celulose
impregnadas com as nanoparticulas de prata foram submetidas a um processo de
cura em estufa a 120°C durante 3 h. Obtendo-se assim a celulose microcristalina

funcionalizada com AgNPs (Figura 4).

a) b) c) d)

Figura 4 — Celulose microcristalina funcionalizada com distintas quantidades de
nanoparticulas de prata: a) celulose pura; b) 10 mL.g™; ¢) 20 mL.g™%; d) 100 mL.g™.
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3.4 Caracterizacfes da celulose microcristalina funcionalizada

A celulose microcristalina foi caracterizada por microscopia eletronica de
varredura com emissao de campo (MEV-FEG) para visualizagdo da dispersao das

nanoestruturas de prata na superficie das microparticulas de celulose.

3.4.1 Microscopia eletrénica de varredura com emissédo de campo (MEV-
FEG)

As amostras foram inicialmente aderidas em uma fita dupla face sobre o
suporte (stub), e posteriormente ar comprimido foi injetado sobre as amostras para
retirada do excesso de particulas. Em seguida as amostras foram recobertas por
uma fina camada de ouro para que pudessem ser visualizadas no microscépio.

Para estas analises, variou-se a razao entre o volume da disperséo de prata
coloidal e a massa de celulose microcristalina (10, 20 e 100 mL.g™), mantendo fixa a
concentracdo de AES utilizada na sintese (10,8 mmol.L™). Desta forma, foi possivel
obter particulas de celulose contendo trés concentrac¢des distintas de nanoparticulas

de prata.

3.4.2 Analises de espectroscopia na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) foram conduzidas com o propésito de identificar dos grupos
funcionais presentes na celulose funcionalizada que comprovassem a ocorréncia as
ligacdes quimicas entre o substrato (celulose) e as nanoparticulas formadas, tendo o
aminosilano AES como molécula ligante. Além da celulose pura, outras seis
amostras de celulose funcionalizada foram caracterizadas por FTIR. Estas amostras
foram preparadas com uma proporcédo entre o volume de disperséo de prata coloidal
e a massa de celulose de 100 mL.g™. Nesse sentido, trés concentracdes distintas de
AES foram utilizadas nas sinteses: 5,4; 10,8 e 21,6 mmol.L™,

As analises de FTIR foram conduzidas antes e depois da cura para se avaliar
a influéncia desta etapa na adsor¢cdo quimica das nanoparticulas de prata na
superficie das microparticulas de celulose, o que totalizou seis amostras

funcionalizadas. Estas analises foram conduzidas em um equipamento da
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PerkinElmer, utilizando o método de Reflexdo Total Atenuada (ATR), de 4000 a 600

cm™, com 32 varreduras.

3.4.3 Analises de espectrometria de massa com fonte de plasma
induzido acoplado (ICP-MS)

Andlises de espectrometria de massa com fonte de plasma induzido acoplado
(ICP-MS) foram realizadas no equipamento Optima 8300 da marca PerkinElmer, em
triplicata utilizando amostras de celulose funcionalizada (também produzidas em
triplica).As amostras foram preparadas adicionando-se 0,1 g de celulose
funcionalizada em 7,5 mL de uma solucdo de HNO3; 66,7% (Dinamica). Em seguida,
a suspensdo formada foi agitada em agitador de tubos da marca Phoenix, e
mantidas em repouso a 65 °C por 36 h para promover a reacdo de oxidacdo das
nanoparticulas de prata.

Apés a oxidacdo da prata metalica (evidenciada pelo branqueamento da
celulose), 1,0 mL do sobrenadante foi coletado e acondicionado em um baldo
volumétrico, seguido da adicdo de agua deionizada até completar 100 mL. O
procedimento de analise de ICP-MS seguiu a metodologia 3125 — Metais por
Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma da AWWA (American Water Works

Association).

3.4.4 Analises Termogravimétricas (TGA)

Andlises Termogravimétricas (TGA) da celulose funcionalizada foram
conduzidas para se avaliar a influéncia da quantidade de nanoparticulas de prata na
estabilidade térmica do recheio de filtro produzido, assim como para estimativa da
guantidade de silano presente nas amostras. Para isso, utilizou-se uma
termobalanca modelo TGA-550, da TA Instruments. As amostras foram aquecidas
de 25 °C a 1000 °C a uma taxa de 10 °C.min™, com fluxo de nitrogénio de 60

mL.min™. Somente as amostras curadas foram avaliadas por TGA.

3.4.5 Analises de voltametria de pulso diferencial

Andlises de voltametria de pulso diferencial foram realizadas para avaliar a

lixiviacho da prata incorporada na superficie das particulas de celulose
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microcristalina ao longo de 28 dias. As amostras avaliadas foram preparadas
adicionando-se 0,05 g da celulose funcionalizada em 50 mL de &gua deionizada
(0,1% mlv) e, a cada 7 dias uma aliquota de 50 pL de amostra foi retirada e
submetida a andlise por voltametria de pulso diferencial, realizada pelo Grupo de
Estudos de Processos Eletroquimicos e Eletroanaliticos (GEPEEA) localizado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

As amostras foram mantidas em local seco e livre de claridade para evitar a
possivel degradacdo das mesmas por fotoxidacdo. Esse procedimento foi realizado
em duplicata com o objetivo de reduzir o erro durante a andlise. Os procedimentos

empregados seguiram a metodologia reportada por Santos et al. (2014).

3.5AvaliagOes da atividade antibacteriana

Os testes de avaliacdo da atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata
foram realizados com base na norma ASTM E2149 — Determinacdo da Atividade
Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos sob Condigbes de Contatos Dindmicos”. A
bactéria Gram negativa Escherichia coli e a bactéria Gram positiva Staphylococcus
aureus foram utilizadas nos ensaios pelo fato de estarem diretamente relacionada aos
problemas de saude gerados pelo consumo de agua contaminada (SOUSA, 2006).

O inoculo foi preparado solubilizando-se 0,8 g de caldo nutriente em 100 mL de
agua destilada. Essa solucao foi autoclavada durante 15 min a 120 °C e pressao de 15
kg/cm 2 conforme sugerido pelo fabricante (KASVY). Ap6s o resfriamento da solugéo, o
meio foi inoculado com 2 alcas das células mantidas em suspensao, em seguida, a
solucédo resultante foi incubada por 24 horas na temperatura de 37 °C e agitacao
constante de 130 rpm. Este procedimento foi realizado tanto para a bactérica E. coli
quanto para a Staphylococcus aureus.

O meio de cultivo solido Agar Glicose Triptona foi preparado pela diluicdo, sob
agitacdo, de 5 g de Triptona, 3 g de Extrato de Carne, 1 g de Glicose e 15 g de Agar
Bacteriologico em 1000 mL de &gua destilada, de acordo com norma ASTM E2149. Em
seguida, a solucao foi autoclavada a 121 °C por 15 min.

Esta solucdo foi acondicionada em placas de Petri para solidificacdo. Esta etapa
foi realizada em uma capela de fluxo laminar previamente esterilizada com radiacao

ultravioleta para evitar a contaminacdo do meio de cultura solido.
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Para a realizacdo do teste antibacteriano, o in6culo foi diluido, utilizando Solugéo
tampdo de fosfato pH 7,0, até que se atingisse uma leitura de absorbancia de 0,28 +
0,01 com comprimento de onda de 475 nm. Para isso, utilizou-se o espectrofotbmetro
SP-22 BIOSPECTRO.

Na etapa seguinte, esta suspensdo sofreu nova diluicdo (1:10) transferindo-se 10
mL da solucdo padréo contendo o micro-organismo adicionando a 90 mL de solugdo
tampao, até alcancar uma concentracdo celular de 1,5 — 3,0 x 10° UFC/ mL™.Apéds a
diluicdo, o conteudo foi separado em cinco amostras de 50 mL.

Para avaliar a eficiéncia antibacteriana das microparticulas de celulose
funcionalizadas com nanoparticulas de prata, seis amostras foram utilizadas: (a)
contendo apenas 0s micro-organismos testes, b) contendo micro-organismos testes +
celulose microcristalina pura (sem funcionalizagcdo), c) 4 amostras com 0S micro-
organismos testes + quantidades distintas de celulose funcionalizada com
nanoparticulas de prata: 1 ppm (0,0078 g de celulose funcionalizada), 3 ppm (0,0234 ¢
de celulose funcionalizada), 5 ppm (0,039 g de celulose funcionalizada),e 10 ppm(0,078
g de celulose funcionalizada).

As amostras foram mantidas sob agitacdo em agitador orbita (120 rpm) a 37 °C,
com intervalo de tempo de agitacdo de 0 a 20 minutos, sendo retirado aliquota para os
testes a cada 5 minutos de contato com a celulose funcionalizada.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a técnica de diluicdo seriada em
tubos de ensaio contendo solucdo de fosfato pH 7. Em tréplicas, aliquotas de 0,1 mL
foram semeadas sobre a superficie do &gar nas placas de Petri, com auxilio de uma al¢a
triangular de vidro (alca de drigalski), até a completa absorcdo. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 h, seguido pela contagem das colbnias que se desenvolveram.

Na figura 5 € apresentado o fluxograma utilizado no ensaio microbiolégico:

Diluicdo em série até 0

; S UFC. .
B 0, Wreamt '1 50 mL de Soluc#o

Inoculo Células Bacteriana Dxlmda] i 3

& pp Inoculacao

Bacterianas Solucéo Inoculo O 3 ppm Cor AT horss

Tampéor Bacteriano  DO:0,28 5ppm == o 1 =S
| < 475nm m 10 ppm — -
—_ — ‘ > - — Celulose
L 2\ funcionalizada

< — —)

 ~— — e ———

Figura 5 — Fluxograma utilizado no ensaio microbiolégico.
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Fonte: A autora, 2017.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata para avaliar o resultado final
com base na média destas triplicatas. O tempo de 0 minuto ficou designado como tO0.

A porcentagem de reducdo dos micro-organismos € calculada através da

formula abaixo:

x 100

UFC)_B—A

An O
Reducao % (mL B

Equacéo 1: Porcentagem de reducdo de micro-organismos

Onde: A = UFC/mL (ou log da densidade de bactérias) do frasco contendo o
material tratado com nanoprata depois do tempo de contado especificado (0 a 20
min),

B = UFC/mL (ou log da densidade de bactérias) no tempo 0 (Omin) do frasco

utilizado para determinacgéo de A.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracteriza¢gdes das nanoparticulas de prata

4.1.1 Analises de microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As nanoparticulas obtidas a partir das sinteses conduzidas com diferentes
concentracbes de AES apresentaram geometria tendendo a esférica, e tamanhos
médios menores que 9 nm, conforme pode ser observado na Figura 6 (imagens e
histogramas), percebe-se que o aumento da concentracdo do agente estabilizante
de 2,7 para 21,6 mmol.L™* resultou na formacdo de nanoparticulas com diametro
médio de 5,3/5,8 a 8,1 nm.

Durante o estagio inicial de uma tipica sintese de nanoparticulas metalicas, os
atomos metdlicos reduzidos se agregam em pequenos grupos através da auto-
nucleacdo, seguida por aglomeracdo para formar particulas maiores. Se tal
aglomeracao néao for controlada, os nanocristais crescem sem um formato definido e
produzem um sistema coloidal instavel com posterior precipitacdo das
nanoparticulas. Uma forma de controlar o crescimento das nanopatrticulas e evitar a
sua agregacdo, € por meio da utilizacdo de estabilizantes, sendo que a
concentracdo deste agente utilizado na sintese esta fortemente relacionada com a
producdo de um sistema coloidal estavel (HUSSAIN et al., 2011).

Os diametros médios das nanoparticulas e seus respectivos desvios padréo
sdo apresentados na Tabela 1. Estes resultados corroboram com aqueles
reportados por Zhang et al. (2013) e Nogueira et al. (2014), nos quais 0s autores
observaram que quanto maior a concentracdo do estabilizante empregado na

sintese, menores tendem a ser os tamanhos das nanoparticulas formadas.
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Figura 6 — Micrografias das nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes
concentracdes de AES e os respectivos histogramas de distribuicdo de tamanho de

particulas das nanoparticulas de prata sintetizadas
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[AES] Diametro Desvio
(mmol.L™) Médio (nm)  Padr&o (nm)
2,7 8,1 +5,3
54 5,8 +2,6
10,8 54 +25
21,6 5,3 +1,9

Tabela 1 — Diametro médio e desvio padrdo das nanoparticulas de prata sintetizadas
com diferentes concentracdes de AES.

Comparando-se o0s resultados das caracteristicas morfolégicas das
nanoparticulas sintetizadas com as quatro concentra¢ges distintas de AES, nota-se
gue a condicdo na qual a menor concentragcdo de AES foi usada (Figura 6). As
nanoparticulas de prata apresentaram a maior dispersdo de tamanhos e a presenca
de aglomerados de nanoparticulas. Conforme o estudo de Roldan et al. (2007),
durante o processo de sintese, os atomos metalicos tendem a se aglomerar a
medida que a nucleag¢do das nanoparticulas acontece, o que induz ao aumento do
tamanho dos nucleos formados, até se transformarem em nanocristais metalicos.
Esses nanocristais, por meio do movimento browniano, tendem a colidir, formando
ligacbes entre si e gerando novos aglomerados, ou seja, particulas de maiores
tamanhos. A utilizacdo do agente estabilizante ajuda a evitar a producdo de
nanocristais instaveis, diminuindo a possibilidade de formacdo de grandes
aglomerados de particulas. Quanto menor a concentracdo de aminosilano no
sistema, menor serA a area superficial protegida dos nanocristais e,
consequentemente, maior a probabilidade de formacdo de aglomerados destas
nanoestruturas, o que pode levar a um crescimento desordenado das
nanoparticulas. Por outro lado, maiores concentracfes de aminosilano utilizadas
reduzem, o tempo de crescimento das nanoparticulas pela formacdo de quantidade
significativas de moléculas do aminosilano cobrindo uma maior area superficial das
nanoparticulas. Neste caso, o aminosilano age como uma barreira, impedindo a
ligacdo entre o0s nanocristais formados, controlando o0 crescimento das
nanoparticulas (WU et al., 2010).

A dispersao € um parametro que representa a relacéo entre o desvio padrao e
o diametro médio calculado. Quanto mais proximo a zero for este parametro, menor
€ a dispersdo do tamanho das nanoparticulas, o que significa uma maior

homogeneidade de tamanhos entre as nanoestruturas. Desta forma, de acordo com
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os dados da Tabela 1, a sintese que demonstrou a formagédo de nanoparticulas com
tamanhos mais uniformes foi a 21,6 mmol.L™, com disperséo de 0,35. Esta maior
uniformidade de tamanhos também pode ser observada pelo menor desvio padrao
obtido entre as amostras.

Conforme o procedimento de sintese das nanoparticulas de prata,
inicialmente, o sal metélico precursor (AgNO3) e 0 agente estabilizante (AES) foram
adicionados em agua deionizada, e mantidos sob agitacdo por 48 h. A presenca do
AgNO3 no meio durante este periodo de mistura dos reagentes contribuiu para que
ocorressem as ligacoes de coordenacio entre os fons Ag”™ e os atomos de nitrogénio
dos grupos amina, conforme reportado por FRATTINI et al. (2005), LV et al. (2009),
MANIVEL e ANANDAN (2012). Estas ligacbes de coordenacdo entre a prata o
nitrogénio dos grupos funcionais amina sdo responsaveis pela estabilizacdo coloidal
e controle do crescimento das nanoparticulas de prata. Na Figura 7 é apresentado
uma proposta reacional da formagéao das ligacdes de coordenacgao entre a prata e as
aminas do AES empregado nas sinteses conforme Frattini et al., (2005).

(I) Cl) A9 Ag"

| : I N
CH3O_?i\/\/NH\/\NH2 + Ag — = CH3O—?|\/\/ \/\NH2

i 7

CH, CHy

Figura 7 — Proposta reacional da formacdo das ligacbes de coordenacdo entre a
prata e o aminosilano.
Fonte: Adaptado de (FRATTINI et al., 2005).

4.1.2 Andlises de espectrofotometria de UV-Vis

Na Figura 8.a sdo apresentados os espectros de absorbéancia obtidos logo
apos a realizacdo das sinteses conduzidas com as quatro concentracbes do
estabilizante AES avaliadas (2,7; 5,4; 10,8 e 21,6 mmol.L™). Na Figura 8.b s&o
apresentados os resultados das absorbancias maximas medidas ao longo do tempo,
com seus respectivos desvios padrdao obtidos a partir das triplicatas dos

experimentos.
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Figura 8 — Resultados de espectrofotometria de UV-Vis das nanoparticulas de prata
produzidas com diferentes concentragbes de AES: a) espectros de absorbancia
obtidos logo apds a realizacdo das sinteses (primeiro dia); b) absorbancia maxima
ao longo de 10 dias.

Conforme os resultados apresentados na Figura 8.a (primeiro dia: espectros
medidos logo apds as sinteses), percebe-se que o aumento da concentragdo de
AES levou a obtencdo de espectros com maiores picos de absorbancia de luz. De
acordo com a lei de Beer-Lamberdt, a altura do pico de um espectro de absorbancia
€ proporcional a concentracdo dos compostos presentes no sistema. Desta forma, o
aumento da concentracdo do AES no sistema favoreceu a producdo de um ndmero
maior de nanoparticulas. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de
Nogueira et al. (2014), utilizando cinco concentragdes distintas de uma cera de
silicone funcionalizada com grupamentos amina (Quimsoft ARB, da Quimisa) na
sintese de nanoparticulas de prata. Frattini et al. (2005) também constataram que a
formacdo das nanoparticulas de prata é favorecida quando a concentracdo de
aminosilano é aumentada. Além disso, estes autores reportaram que quanto maior o
namero de grupos funcionais amina na molécula do aminosilano, maior tende a ser a
concentracdo de nanoparticulas de prata produzidas, pois 0s grupamentos amina
tendem a reduzir o potencial Ag'/Ag e promover a redugdo dos ions de prata,
favorecendo a formacao da prata metalica.

Os espectros de absorbancia obtidos para as amostras sintetizadas com
diferentes quantidades de AES revelaram que a absorbancia maxima ocorreu em um
comprimento de onda de aproximadamente 410 nm. A maxima absorc¢éo de luz em
comprimentos de onda proximos a este valor constitui um indicativo da formacgéo de

nanoparticulas de prata com geometria tendendo a esférica, como verificado nos

10
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resultados de MET, pois as propriedades Opticas de nanoestruturas sdo fortemente
dependentes das caracteristicas morfologicas das mesmas (FRATTINI, et al., 2005).

O pico de absorcdo maxima das sinteses ocorreram em torno de 400 nm,
sendo este fato atribuido a excitacdo plasmoénica de superficie das nanoparticulas
de prata com formato esférico (MULFINGER et al., 2007)

Ainda na Figura 8.a nota-se que as formas dos espectros sao bastante
semelhantes, com excecdo daquele obtido com a menor concentracdo de AES.
Estes resultados mostram a importancia da utilizacdo de concentracdes adequadas
de estabilizante na sintese das nanoparticulas. O uso das concentracfes de 21,6 e
10,8 mmol.L™ de AES levou & obtencéo de picos com menores larguras, sugerindo a
formacdo de nanoparticulas com diametros mais homogéneos, sem grandes
variacfes. Estes resultados sdo corroborados pelas informacfes de tamanho e
desvio padrdo mostrados na Tabela 1 para estas concentracdes, estimados com
base nos resultados de MET. O alargamento do espectro das nanoparticulas de
prata sintetizadas com 5,4 mmol.L* AES com relacdo aqueles das amostras
produzidas com 10,8 e 21,6 mmol.L™ de AES, se deve & producdo nanoparticulas
com maiores tamanhos, conforme verificado nas anélises de MET. A diminuicdo da
concentracdo de AES de 5,4 para 2,7 mmol.L™ conduza a um aumento na largura da
banda do espectro de absorbéncia de luz no sentido dos maiores comprimentos de
onda, indicando a presenca de nanoparticulas de tamanhos ainda maiores que na
amostra produzida com 54 mmol.L? de AES, além de uma significativa
heterogeneidade de tamanhos..Este comportamento Optico do sistema coloidal é
resultado da formacdo de aglomerados de nanoparticulas, conforme evidenciado
nas imagens obtidas por MET (Figura 7). Quando ha formacéo de um plasmon sobre
uma particula, as oscilacdes dos elétrons tendem a deslocar o pico além do ponto de
partida decaindo exponencialmente com a sua distncia — campo elétrico
evanescente — segundo a sua superficie

Os resultados mostrados na Figura 8.b permitem avaliar, através da
absorbancia maxima, a estabilidade da dispersao de prata coloidal ao longo tempo,
quando produzidas com as diferentes concentragcbes de AES. A amostra com
concentracdo de 21,6 mmol.L™, apesar de ter apresentado a maior concentracéo de
nanoparticulas de prata logo apds a sintese (maior absorbancia maxima),
apresentou a maior reducdo de absorbancia maxima ao longo do tempo. Este

comportamento indica que a disperséo coloidal obtida com 21,6 mmol.L™ apresentou
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baixa estabilidade. As nanoparticulas produzidas com 10,8 e 5,7 mmol.L™ de AES
apresentaram uma pequena diminuicdo da absorbancia méaxima ao longo do tempo,
0 que representa uma estabilidade coloidal melhor que a da amostra produzida com
21,6 mmol.L™ . Por fim, a absorbancia maxima das nanoparticulas sintetizadas com
2,7 mmol.L™ foi menor que a das outras amostras, o que sugere a producdo de uma
dispersédo de prata coloidal menos concentrada. Apesar do desvio padrdo um pouco
oscilatério, a absorbancia méxima da amostra produzida com 2,7 mmol.L? se
manteve praticamente estavel ao longo do tempo.

De acordo com os valores de absorbancia méaxima encontrados para 0s
espectros das nanoparticulas sintetizadas com distintas concentracdes de AES, é
possivel identificar um padrdo. Neste caso, verificou-se que quanto menor a
concentracdo de estabilizante utilizada, menor sera a diminuicdo da absorbéancia ao
longo dos dias, ou seja, a dispersdo coloidal tende a apresentar uma maior
estabilidade ao longo do tempo.Comprovando desta maneira a baixa estabilidade da
dispersdo coloidal obtida com 21,6 mmol.L™.

No trabalho de Nogueira et al. (2014), no qual nanoparticulas de prata foram
sintetizadas com distintas concentracbes de uma cera de silicone funcionalizada
com grupos amina, foi realizada uma avaliagdo da estabilidade de dispersdes de
prata coloidal ao longo de 30 dias. Ao contrario do que constado no presente
trabalho, os autores reportaram que a estabilidade da dispersdo de nanoparticulas
de prata tende a ser maior com o0 aumento do estabilizante utilizado. A principal
razdo para esta divergéncia de resultados esta relacionada ao tipo de aminosilano
usado. No trabalho de Nogueira et al. (2014), a mistura de silanos empregada
resultava em um pH do meio reacional em torno de 4,5, enquanto que no presente
trabalho o pH foi préximo a 9,0 devido a elevada alcalinidade do aminosilano
utilizado. Em outro estudo recentemente publicado por Nogueira et al. (2016), os
autores avaliaram o efeito do pH no potencial Zeta das dispersdes de prata coloidal,
e concluiram que as mesmas tendem a ser mais estaveis em pH's que variam do
acido para o neutro (~ 7,0).

O potencial Zeta € um indicador de carga elétrica de repulsdo entre particulas,
e pode ser utilizado para prever e controlar a estabilidade de dispersfes coloidais.
De acordo com os resultados de pH medidos para o meio reacional em funcao da
concentracdo de AES, mostrados na Figura 9, nota-se que o0 aumento da

concentragdo deste aminosilano levou a um aumento do pH do sistema. Para
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calcular a média e desvio padrdo foram realizadas 6 medidas para cada
concentragdo. Apesar deste aumento ndo ser tdo significativo, e de néo ter sido
possivel realizar anélises de potencial Zeta, acredita-se que o valor de pH do meio
na situacdo de maior concentracdo de AES possa ter levado o sistema coloidal para
uma regido de cargas na faixa de + 20 mV. Para evitar a aglomeracdo das
particulas o potencial repulsivo deve ser maior que o atrativo.A estabilidade das
particulas é confirmada em solucbes onde o potencial zeta seja inferior a - 30 mV e
maior que 30 mV. A taxa de aglomeracdo aumenta quando o potencial Zeta esta

préximo de zero.

10,0
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Figura 9 — Variacdo do pH do meio reacional em funcéo da concentracéo de AES.

4.2 Caracterizacdo da celulose microcristalina funcionalizada

Com base nos resultados apresentados na secédo 4.1, verificou-se que a
concentracdo de AES de 10,8 mmol.L™ foi a que resultou na melhor estabilidade
coloidal ao longo do tempo e na maior concentracdo de nanoparticulas ao longo de
praticamente todo o periodo de acompanhamento da estabilidade dos coldides
sintetizados. Por esta razdo, as nanoparticulas de prata sintetizadas com 10,8
mmol.L™ de AES foram selecionadas para serem incorporadas nas microparticulas
de celulose. Conforme o procedimento descrito na secdo da metodologia, 1,0 g das
microparticulas de celulose foram adicionados em distintos volumes da disperséo de
nanoparticulas de prata produzida (10, 20 e 100 mL). ApGs aproximadamente 72 h

de contato da celulose com a prata coloidal, o sobrenadante ficou totalmente
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transparente, e as microparticulas de celulose adquiriram uma coloragédo
amarronzada em virtude da incorporagdo das nanoparticulas de prata na superficie
da celulose. Na Figura 10 sdo apresentadas as imagens das microparticulas de
celulose funcionalizadas com as nanoparticulas de prata em diferentes proporcdes

(10:1, 20:1 e 100:1 mL.g™), ap6s a etapa de cura.

a) b) c) d)

Figura 10 — Microparticulas de celulose funcionalizadas com as nanoparticulas de
prata: a) celulose pura; b) 10 mL da dispersdo de nanoparticulas por grama de
celulose (P10:1); ¢) 20 mL da dispersdo de nanoparticulas por grama de celulose
(P20:1); d) 100 mL da dispersao de nanoparticulas por grama de celulose (P100:1).

7

Como é possivel observar a partir das imagens da Figura 10, € nitida a
diferenca na coloracdo entre as amostras de celulose funcionalizadas com distintas
guantidades de nanoparticulas de prata. As imagens dos produtos mostram que o
aumento na intensidade da coloragdo amarronzada, caracteristica das
nanoparticulas de prata, esta associada ao aumento do volume da dispersao
coloidal utilizada para funcionalizar a celulose. Os resultados providos pelas imagens
sugerem que, comparando a intensidade de cor, quanto maior o volume da
dispersdo de prata coloidal usado para funcionalizar 1,0 g de celulose, maior foi a
quantidade de nanoparticulas de prata adsorvida no substrato.

4.2.1 Anélises de microscopia eletrénica de varredura com efeito de
campo (MEV-FEG)

Na Figura 11 sdo apresentadas as imagens obtidas através das analises de
MEV-FEG. Na Figura 11.a é apresentada uma imagem da celulose pura, enquanto
nas Figuras 11.b, 11.c e 11.d s&o mostradas as imagens da celulose funcionalizada
com distintas quantidades de nanoparticulas de prata. Nas Figuras 11.b, 11.c e 11.d,

verifica-se a presengca de pontos mais claros que sugerem a presenca das
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nanoparticulas de prata, uma vez que materiais metalicos tendem a apresentar
fluorescéncia quando submetidos ao feixe de elétrons durante uma analise de MEV-
FEG (DEDAVID, 2007). As imagens apresentadas na Figura 11 mostram que o
aumento da proporcédo entre o volume de dispersao coloidal e a massa de celulose
tendeu a aumentar o nimero de pontos claros na superficie da celulose, sugerindo
um aumento na quantidade de nanoparticulas de prata presente na superficie deste

substrato.

UDESC SEI 10.0kV  X37,000 WD 7.6mm SC S| X37,000 WD 75mm  100nm

UDESC SEl 100k X37,000 WD 7.9mm ”JUITN UDESC

Figura 11 — Anadlises de microscopia eletrbnica de varredura com efeito de campo
(MEV-FEG) variando as proporg¢des entre o volume da dispersao de prata coloidal e
a massa de celulose microcristalina: a) celulose pura - P0O:1 (0 mL.g™); b) P10:1 (10
mL.g™h); ¢) P20:1 (20 mL.g™); d) P100:1 (100 mL.g™).

O processo de mistura dos reagentes por 48 h antes da sintese (AgNO3, AES
e agua deionizada) é de extrema importancia, pois o contato entre o aminosilano e a
agua, permite que ocorra a reacao de hidrélise dos grupos metoxisilano (Si-O-CHs)
contidos no AES para formar os grupos reativos silanol (Si-OH) (Grasset et al., 2003,
Matinlinna et al., 2006). Na presenca de superficies ricas em hidroxilas (OH), como é

0 caso da celulose, os grupos silanol sofrem reacdo de condensacéo, o que resulta
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na ligacdo entre a molécula do aminosilano com a superficie da celulose (Si-O-C).
Como as nanoparticulas de prata encontram-se ligadas aos atomos de nitrogénio
dos grupos funcionais amina do AES, as mesmas acabam sendo quimicamente
incorporadas na superficie da celulose, o que faz com que o AES atue como um
agente de acoplamento entre a nanoprata e a celulose. Uma proposta de esquema
reacional da incorporacdo quimica das nanoparticulas de prata na superficie da

celulose por meio do AES é apresentada na Figura 12.
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Figura 12 — Proposta reacional da ligacdo quimica das nanoparticulas de prata na
superficie da celulose, tendo o AES como agente de acoplamento: a) reacdo de
hidrélise; b) reacao de condensacéo.

4.2.2 Andlises de espectroscopia na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Para estas andlises utilizaram-se amostras de celulose contendo a maior
concentracdo de nanoparticulas de prata, obtidas com a propor¢cédo de 100:1 entre o
volume de dispersdo de prata coloidal e a massa de celulose. A dispersdo de
nanoparticulas de prata utilizada foi aquela sintetizada com 10,8 mmol.L™ de AES.

Além disso, as amostras foram analisadas antes e depois da cura a 120°C por
3 h para avaliar a influéncia da temperatura na formacdo da ligagdo quimica
covalente entre os grupos silanol (Si-OH) e a superficie da celulose (formagédo da
ligacdo Si-O-C). De acordo com os estudos de Abdelmouleh et al. (2004), a etapa de

cura é fundamental para formar ligagbes quimicas permanentes entre o silano e as
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hidroxilas da superficie do substrato. Os resultados podem ser verificados na Figura
13.

2892

3338
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Figura 13 — Espectros de FTIR das amostras de celulose pura e funcionalizadas,
secas a temperatura ambiente e curadas em estufa: a) espectros completos, b)
ampliacdo para visualizacdo das bandas de ligacdo na regido entre 600 e 1800 cm™.

Analisando os espectros, € possivel perceber bandas que representam picos
caracteristicos da celulose e a banda larga localizada em 3338 cm™ refere-se ao
modo vibracional do grupo hidroxila (O—H).

A banda de 2892 e 1388 cm™ referem-se & deformacdo axial assimétrica
tipico de ligacdo (C—H) e (CH.). De acordo com Pavia et al. (2010), em 1030 cm™,
séo observados deformacéo das ligacdes (C—O-C).

A existéncia de picos em aproximadamente 1246 e 1257 cm™ podem
significar a ligacdo Si-O-C (PAVIA, et al., 2010). Por volta de 1315 cm®, é
identificado um leve caimento na curva que pode ser atribuido a banda de
deformacé&o angular de amina primaria (N-H).

De acordo com os resultados de FTIR obtidos, ndo foi possivel identificar
diferencas entre as amostras secas a temperatura ambiente e as amostras curadas
a 120°C, no que concerne os estudos de Abdelmouleh et al. (2004), no qual
demonstra que a etapa de cura € fundamental para formar ligagbes quimicas

permanentes.

600
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4.2.3 Analises de espectrometria de massa com fonte de plasma
induzido acoplado (ICP-MS)

As amostras de celulose funcionalizada selecionadas para esta analise foram
aguelas preparadas com distintas proporcdes entre o volume da disperséao de prata
coloidal e a massa de celulose (10:1, 20:1 e 100:1 mL.g™), contendo nanoparticulas
de prata sintetizadas com diferentes concentracées do agente estabilizante AES
(5,4: 10,8 e 21,6 mmol.L™). Os resultados obtidos podem ser vistos na Tabela 2.

Quantidade de

Amostra prata na celulose
(mg.g™)
P100:1 - 5,4 5,35+0,6
P100:1 - 10,8 6,44+ 0,8
P100:1 - 21,6 1,79+ 0,4
P20:1-5,4 1,69+0,5
P20:1-10,8 1,87 £0,1
P20:1-21,6 1,65+0,1
P10:1-5,4 0,68+0,2
P10:1-10,8 1,10 £ 0,2
P10:1-21,6 0,80+0,0
Tabela 2 - Quantidade de prata incorporada nas amostras de celulose

funcionalizadas com distintas quantidades de nanoparticulas de prata sintetizadas
com trés diferentes concentracdes do estabilizante AES.

Como observado a partir dos resultados apresentados na Tabela 2, e
representados graficamente na Figura 14, aumentando-se a propor¢cao entre o
volume da dispersédo de prata coloidal e a massa de celulose, pode-se identificar um
aumento da quantidade de nanoparticulas de prata incorporada por grama de
substrato. Percebe-se ainda que este comportamento é independente da quantidade
de AES utilizada na sintese das nanoparticulas de prata.
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Figura 14 — Quantidade de nanoparticulas de prata incorporada por grama de
celulose em funcdo da concentracdo de AES usada nas sinteses, e da proporcéo
entre o volume de disperséo de prata coloidal e a massa de celulose empregada na
funcionalizacéo deste substrato.

Por outro lado, quando avaliado o efeito da concentracdo do agente
estabilizante (AES) utilizado na sintese das nanoparticulas de prata, percebe-se que
a quantidade de nanoprata incorporada por massa de celulose ndo segue uma
tendéncia conforme se aumenta a concentracéo de AES na sintese. De acordo com
os resultados, o uso da concentracdo de AES de 10,8 mmol.L™ resultou nos maiores
valores de nanoprata incorporada por massa de celulose. JA& 0 uso da maior
concentracdo de AES (21,6 mmol.L™) foi o que resultou na menor quantidade de
nanoprata incorporada por massa de celulose. Este resultado € mais evidente para
as amostras de celulose funcionalizadas produzidas na propor¢ao de 100:1 entre o
volume de prata coloidal e a massa de celulose.

Estes resultados podem ser justificados com base nas informacgdes obtidas a
partir das andlises de espectrofotometria de UV-Vis realizadas ao logo do tempo
para as dispers@es coloidais produzidas (figura 8.b). As andlises de UV-Vis
revelaram uma significativa diminuicdo da absorcdo ao longo dos dias para as
amostras sintetizadas com 21,6 mmol.L™" de AES, apresentando valores de méaxima
absorbancia menores que os das amostras produzidas com 5,4 e 10,8 mmol.L™ de
AES em pouco mais de 24 horas apods a sintese. Conforme o0s ensaios de
funcionalizacéo, a disperséo de prata coloidal ficou em contato com o substrato por
72 h para que houvesse a adequada funcionalizagcdo da celulose, observada

visualmente pela transferéncia da coloragdo amarela- amarronzada da fase aquosa
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(tipica de dispersdes aquosas de nanoparticulas de prata) para a superficie das
particulas de celulose. Desta forma, nas amostras preparadas na proporcao 100:1, a
menor quantidade de nanoparticulas de prata por massa de celulose das amostras
preparadas com 21,6 mmol.L™ é uma consequéncia da instabilidade observada nos
primeiros dias apds as sinteses. Nas amostras preparadas com a as propor¢cdes
10:1 e 20:1, pelo fato do volume de dispersdo de nanoparticulas de prata ser menor,
a incorporacao da nanoprata no substrato ocorreu mais rapidamente. A quantidade
de nanoparticulas de prata produzidas com 5,4 e 10,8 mmol.L™ de AES seguiu o
comportamento dos espectros de UV-Vis ao longo do tempo para estas amostras,
nos quais a absorbancia maxima da amostra com 10,8 mmol.L™" permaneceu maior
que as amostra com 54 mmol.L? de AES ao longo de todo o periodo de
acompanhamento. Neste contexto uma maior quantidade de nanoparticulas de prata
estava presente na dispersdo aquosa contendo 10,8 mmol.L™ de AES, resultado
este corroborado pelas analises de ICP-MS.

4.2.4 Andlises termogravimétricas (TGA)

As andlises foram realizadas com as amostras produzidas variando-se a
concentracdo de agente estabilizante (5,4 mmol.L™, 10,8 mmol.L™, 21,6 mmol.L?) e
mantendo constante a proporcéo entre o volume da dispersao coloidal e a massa de
celulose (P100:1 — 100 mL.g™"). Os gréficos TG e DTG (derivada de primeira ordem
da curva de termogravimetria) sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 — Analises termogravimétricas: a) curvas de TG; b) 12 derivada das curvas
de TG para as amostras de celulose pura e funcionalizadas com as dispersdes
coloidais de nanoprata sintetizadas com diferentes concentracdes de AES.

As temperaturas de degradacdo maxima (Tmax) € 0 percentual de perda de

massa para cada amostra sdo apresentados na Tabela 3.

g Perda . Perda

A Tnax °C) Massa (%) Tmax °C) Massa (%)

mostra

Primeiro estagio Segundo Estagio
P100:1-5,4 354,46 66,30 608,79 28,48
P100:1-10,8 355,16 68,78 563,04 21,30
P100:1 - 21,6 356,43 60,83 580,73 28,11
Celulose Pura 357,81 77,02 635,60 15,90

Tabela 3 — Temperaturas de degradacéo (Tmax) € perda de massa para cada estagio
de degradacéo.

A celulose microcristalina pura foi analisada para fins de comparagdo com as
amostras funcionalizadas. Geralmente, a celulose apresenta sua degradacdo
térmica em apenas um estagio, que se da em temperaturas entre 300 e 400°C
(LOOF et al., 2016). Na celulose avaliada foi possivel a identificacdo de um estagio
de degradacédo térmica bem significativo, e um segundo de menor intensidade. O
primeiro e mais significativo evento, com 77,02 % de perda de massa, ocorreu entre
300 a 360 °C, e o segundo, com 15,9 % de perda de massa, ocorreu de 360 a 650
°C. As amostras funcionalizadas apresentaram um comportamento semelhante a da
celulose, ou seja, um primeiro estagio de maior perda de massa, onde ocorreu uma
perda de massa de mais de 60 %, e um segundo estagio com degradacdo mais
lenta, sendo de dificil identificacdo no grafico da primeira derivada das curvas de TG.

A amostra P100:1 — 21,6 apresentou um primeiro estagio de degradacao
entre 300 e 360 °C, com 60,83 % de perda de massa, e um segundo entre 360 e
650 °C. A amostra P100:1 — 10,8 apresentou 68,78 % de perda de massa entre 300
a 360 °C, e um segundo estagio de decomposicado da amostra de 350 a 600 °C. Na
amostra P100:1 — 5,4 observou-se uma perda de massa de 66,30 % entre 300 a 360
°C, e um segundo estagio também entre 360 a 600 °C. De acordo com LOOF et al.
(2016), compostos silanizados tendem a apresentar dois picos de perda de massa,
sendo o primeiro em menores temperaturas (350 a 450 °C) e o segundo entre 450 e
550 °C.
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Os resultados da Figura 15 mostram que a amostra P100:1 — 10,8 foi a que
apresentou maior perda de massa no primeiro evento, seguida pela amostra P100:1
— 5,4 e pela P100:1 — 21,6. De acordo com as analises de ICP-MS apresentadas na
secdo 4.2.3 (Tabela 2 e Figura 14), foi possivel verificar que o comportamento da
degradacdo térmica da celulose funcionalizada apresentou relacdo direta com a
quantidade de prata presente da amostra. Ou seja, quanto maior a quantidade de
nanoparticulas de prata presente na amostra, menos estavel termicamente ela
tendeu a ser. Desta forma, acredita-se que a prata presente na celulose, por ser um
elemento metélico com boa condutividade térmica, auxilia na transferéncia de calor
para o interior da amostra, 0 que contribui para uma degradacdo mais rapida e
intensa.

LOOF et al. (2016) apresentam em seu trabalho uma maneira de determinar a
quantidade de silano presente na amostra funcionalizada através de uma equacéao
matematica simples (Equacao 2), que relaciona a perda de massa entre a celulose
pura e a funcionalizada, nas temperaturas entre 150 a 380°C (W1s50.380), COm a

massa molar do silano hidrolisado (My).

mmol Wicq_ x 1000
Qtd Silano ( > _ |Wi1s50-380l
g My

Equacao 2 — Relagéo entre a perda de massa da celulose pura e da funcionalizada,

(W1s0-380), cOm a massa molar do silano hidrolisado (My).

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados para a quantidade de silano
incorporado nas trés amostras de celulose analisadas por termogravimetria,

estimada a partir da Equagéao 1.

. td Silano

Amostra [Wiso.asol (%)  Mw (g mol™) ((gmmol.g—l)
P100:1-5,4 68,15 180 378,6
P100:1-10,8 71,85 180 399,2
P100:1 - 21,6 64,26 180 357,0

Tabela 4 — Estimativa da quantidade de silano presente nas amostras de celulose
funcionalizada.
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De acordo com os valores mostrados na Tabela 4, a amostra com a maior
quantidade de silano (399,2 mmol.g™) corresponde a concentracdo de 10,8 mmol.L™
de AES. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por ICP-MS, que
indicaram que a celulose que contém a maior quantidade de nanoparticulas de prata
é aquela com concentracdo de 10,8 mmol.L™* de AES. Portanto, é correto afirmar
que quanto maior a concentracdo de nanoparticulas de prata obtidas na sintese pelo
uso de uma quantidade adequada do estabilizante AES, maior sera a quantidade de
ligacbes quimicas entre este silano e o substrato (celulose), resultando em uma

maior quantidade de nanoprata incorporada na celulose.

4.2.5 Anélises de voltametria de pulso diferencial

Andlises de voltametrias de pulso diferencial foram conduzidas avaliar a
quantidade de prata i0nica lixiviada a partir das amostras de celulose
funcionalizadas ao longo de 28 dias. Na Tabela 5, assim como na Figura 16, sao
apresentados os resultados destes ensaios, que foram conduzidos em duplicata.

Os resultados mostrados na Tabela 5 e na Figura 16 demonstraram que a
quantidade de prata i6nica liberada por 0,1 g do aditivo em 100 mL de agua
deionizada durante os 28 dias de ensaio foi inferior a 0,5 ppm (mg.L™) para todas as
amostras de celulose funcionalizada. Em termos massicos, esses resultados
significam que cada grama de celulose funcionalizada liberou menos que 0,5 mg de
prata ibnica ao longo de 28 dias de contato com a agua. Estes resultados indicam
que as nanoparticulas de prata foram efetivamente incorporadas na superficie do
substrato celulésico por meio de ligacbes quimicas covalentes. A amostra cujas
nanoparticulas foram sintetizadas com 21,6 mmol.L™ de AES apresentou a maior
taxa de lixiviagcdo ao longo do tempo. Apesar da celulose funcionalizada com a
nanoprata obtida com 10,8 mmol.L™ de AES conter a maior quantidade de prata, foi
a que lixiviou a menor quantidade de prata ibnica durante os 28 dias de analise.
Tomando como base a quantidade de nanoparticulas de prata presente nesta
amostra de celulose, medida por ICP-MS (6,44 mg.g™, conforme a Tabela 2), a
guantidade de prata lixiviada em 28 dias representa apenas aproximadamente 3,7%

do total de prata incorporada na celulose.
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Concentracio Massa de Ag Quantidad
meédia ng liberada por Quantidade e de prata % de reducéo
Amostra Dias solucdo 0. 1% massa de de Prataem incorporad de Ag apds 28
(n?g L.l’) 0 aditiv? celulose a apos 28 dias
: (mg.g7) (mg 9) dias (mg 9)

7 0,245+ 0,0024 0,243
P100:1 - 14 0,308 +0,0000 0,305

5,35 4,14 273
5,4 21 0,323 +0,0044 0,32 ;
28 0,334 +0,0058 0,341
7 0,115+0,0112 0,114
P100:1- 14 0,188 +0,0130 0,187 6.44 5.68 88,2
10,8 21 0,224 +0,0022 0,222
28 0,239 +0,0114 0,237
7 0,175+0,0016 0,166
P100:1- 14 0,337 +£0,0026 0,321 1,79 0,43 28.8

216 51 0445+00000 0423

28 0,471 +0,0160 0,448

Tabela 5 — Quantificagcdo da prata ionica lixiviada durante 28 dias a partir das
amostras de celulose funcionalizadas com nanoparticulas de prata sintetizadas com
distintas concentracfes de AES.
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Figura 16 — Perfil de lixiviagdo de prata idnica a partir das amostras de celulose
funcionalizadas com nanoparticulas de prata sintetizadas com distintas
concentracOes de AES.
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4.3 Avaliacao da atividade antibacteriana da celulose funcionalizada

As analises de atividade antibacteriana da celulose funcionalizada com
nanoparticulas de prata foram realizadas nas amostras preparadas com maior
proporcdo entre o volume de dispersao de prata coloidal e a massa de celulose
(100:1 mL.g™") e a concentracédo de AES considerada como sendo a mais efetiva
(10,8 mmol.L™Y).

Inicialmente, os testes foram realizados utilizando as concentragbes de 50
ppm, 25 ppm e 10 ppm de celulose funcionalizada com nanoparticula de prata nos
tempos de contato de 1 a 3 horas com suspenséo celular contendo de 1,5 — 3x 10°
UFC/mL (controle). Nessas condicbes, ndo foi observado crescimento de
Escherichia coli em nenhuma das concentracfes de celulose testadas. Apesar de
este resultado ser positivo, 0 mesmo significou que seria possivel trabalhar com
concentracbes menores de celulose funcionalizada com nanoparticulas de prata.

Desta maneira o ensaio de atividade antimicrobiana foi reajustado para as
concentracdes de 1, 3 ,5 e 10 ppm de celulose funcionalizada com nanoparticulas
de prata em 50 mL de suspenséo celular na concentracéo de 1,5 — 3x 10° UFC/mL,

com um tempo de contato variando entre 0 e 20 minutos.

4.3.1 Escherichia coli

A acao antibacteriana da celulose funcionalizada com as nanoparticulas de
prata sobre a bactéria Gram negativa - Escherichia coli - pode ser verificada de

forma qualitativa na figura 17.

Figura 17 — Acao antibacteriana da celulose incorporada com as nanoparticulas de
prata sobre uma bactéria Gram negativa (Escherichia coli). a) contato com
suspensdo celular — (concentracdo de 1,5 — 3x 10° UFC/mL ; b) contato com
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celulose pura ; ¢) contato com 3 ppm de nanoparticulas de prata incoporada com a
celulose.

O gréfico mostrado na figura 18 expressa os valores da porcentagem média
de reducdo de Escherichia coli decorrente da atividade antibacteriana da celulose
incorporada com a nanoparticula de prata.
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Figura 18 — Cinética de reducdo da concentracdo de Escherichia coli em contato
com celulose funcionalizada com as nanoparticulas de prata.

Comparando os resultados obtidos percebe-se que na maior concentracao de
nanoparticula da prata (10 ppm) o tempo de contato de 10 min é suficiente para
proporcionar uma reducédo de 100% na concentracdo dos micro-organismos.

Avaliando-se as médias da reducdo de UFC/mL, observou-se que para 0S
ensaios conduzidos com concentracfes de 3 ppm e 5 ppm de nanoparticulas de
prata, houve uma reducao de mais de 98% em apenas 15 minutos de contato.

Estruturalmente, as bactérias Gram negativas apresentam parede celular
caracterizada pela presenca de uma fina camada de peptideoglicano, além de uma
membrana externa composta por lipoproteinas e lipopolissacarideos, de acordo com
Brayner et al. (2006), Murray; Rosenthal; Pfaller (2006), Carreira (2009) e Brooks et
al. (2012).
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Segundo Kim et al (2007), ndo é possivel generalizar o efeito antimicrobiano
das nanoparticulas de prata baseado em resultados de apenas uma linhagem de E.
coli, pois diferentes bactérias exibem diferentes sensibilidades em funcdo das
estruturas anexas a parede celular. No entanto, alguns mecanismos de toxicidade
sdo sugeridos: a) aporte de ions de prata livre seguido pela ruptura da producéo do
ATP e replicagcdo do DNA ( as nanoparticulas de prata atuam no fosfato das
moléculas do DNA resultando na inativacdo da sua replicacdo) ; b) formacédo de
espécies oxigénio reativas pelos ions e nanoparticulas de prata — essas moléculas
reagem com o0s grupos sulfidrii — SH da parede celular para formar R-S-S-R
blogueando a respiracdo e causando a morte da célula e c) dano direto a
membrana celular pelas nanoparticulas de prata (Marambio-Jones & Hoek, 2010).

Esse comportamento da bactéria Escherichia coli foi semelhante ao
encontrado por Cara et al., (2015), através da avaliacdo da eficiéncia na desinfeccéo
da &gua empregando nanoparticulas de prata funcionalizadas (NPsAg) em matriz
polimérica, poliamida-66 0,5 % mm. Apds 24 horas de incubacdo apresentaram
entre 97,24% a 100% de acéo antibacteriana.

Oyanedel-Craverand e Smith (2008) utilizaram filtros de ceramica
impregnados com nanoparticulas de prata em escala laboratorial para testar o
tratamento de agua de uso domiciliar. Escherichia coli (E. coli) foi utilizada como
micro-organismo teste para verificar a atividade antibacteriana, e os resultados

revelaram uma remocao microbiana entre 97,8% e 100%.

4.3.2 Staphylococcus aureus

A acgdo antibacteriana da celulose funcionalizada com as nanoparticulas de
prata sobre a bactéria Staphylococcus aureus pode ser verificada de forma

qualitativa na figura 19.
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Figura 19 — Acéo antibacteriana da celulose incorporada com as nanopatrticulas de
prata sobre uma bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus). a) contato com
suspensao celular — controle (concentracéo de 1,5 — 3x 10° UFC/mL; b) contato com
celulose pura; ¢) contato com 5 ppm de nanoparticulas de prata incorporada com a
celulose.

A figura 20 representa a cinética de reducdo da concentracdo de
Staphylococcus aureus a partir da atividade antibacteriana da celulose incorporada

com a nanoparticula de prata.
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Figura 20 — Cinética de reducdo da concentracdo de Staphylococcus aureus em
contato com celulose funcionalizada com as nanoparticulas de prata

As concentragOes efetivas para agdo antibacteriana foram 5 e 10 ppm, pois
em apenas 15 minutos foi possivel eliminar 100% das bactérias presentes no meio.
No entanto, para concentracdo de 10 ppm, 10 min de contato ja permitiu a
eliminagdo de 100% desse organismo.

Muitos autores relatam acdo de NPsAg contra Staphylococcus aureus (LEE;
YEO; JEONG, 2003; RUPARELIA et al., 2008; CARREIRA, 2009; CARREIRA et al.,
2009; ANTUNES et al., 2013).

Em geral, as bactérias Gram-negativas sdo geralmente mais resistentes a
agentes antimicrobianos do que as bactérias Gram-positivas,devido a complexidade

da membrana celular das primeiras,que acaba dificultando a entrada e
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consequentemente a difusdo das NPsAg para o interior desses micro-organismos
(Duran et al., 2010).

Kim et al. (2007), relatou que S. aureus é mais resistente a nanoparticulas de
prata em comparagdo com E. coli , com base em estudos com cepas individuais de
cada cultura. No estudo realizado por Kim et al. (2007), demonstrou que algumas
cepas de E. coli, como MTCC 739 e MTCC 1687 sdo mais resistente do que as
cepas de S. aureus. Portanto, a eficiéncia bactericida das nanoparticulas néo

depende apenas da estrutura da membrana bacteriana.
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CONCLUSAO

bY

Nanoparticulas de prata com geometria tendendo a esférica e didmetros
meédios variando entre aproximadamente 5 e 9 nm, foram sintetizadas com
diferentes concentracées do estabilizante AES. A concentracdo de 10,8 mmol.L™ de
AES foi a que apresentou os melhores resultados quanto a estabilidade e a
concentracdo de nanoparticulas (maior quantidade de prata).

A funcionalizacédo da celulose foi comprovada tanto pela mudanca de cor da
celulose, quanto pelas analises de MEV-FEG, FTIR, termogravimetria (TG), ICP-MS
e lixiviacao por meio de ensaios de voltametria de pulso diferencial.

As andlises de ICP-MS demonstraram que a celulose funcionalizada com as
nanoparticulas sintetizadas com 10,8 mmol.L? de AES apresentam maior
quantidade de prata. Os ensaios de lixiviagcdo por voltametria de pulso diferencial
revelaram que esta amostra foi a que apresentou a menor taxa de lixiviacdo. Estes
ensaios mostraram que ao longo de 28 dias houve uma lixiviacado de cerca de 0,237
mg de Ag® por grama de celulose, o que representa apenas cerca de 3,7% da
guantidade total de prata incorporada nas particulas de celulose.

A acdo antibacteriana da celulose funcionalizada com nanoparticulas de
prata foi comprovada através dos ensaios microbioldgicos realizados, obtendo 100%
de reducéo nas concentragdes de 5 e 10 ppm em apenas 15 min. de contato para
Gram negativas Escherichia coli. Para as Gram-positivas Staphylococcus aureus
também se atingiu uma reducdao 100% em 15 min. de contato na concentracédo 10
ppm.

Os resultados obtidos para avaliagbes de atividade antibacteriana indicam
gue as microparticulas de celulose funcionalizadas com as nanoparticulas de prata

podem ser usadas como recheio de filtro para a desinfec¢do de agua.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Contaminar artificialmente 1 litro de agua, com cada um dos micro-
organismos, separadamente, com concentracdo de 1,5 — 3,0 x 10° UFC.mL™? ,

com o objetivo de simular contaminacdo agua antes de se tornar potavel.

Construcdo de filtro com recheio de microparticulas de celulose
funcionalizadas com as nanoparticulas de prata na concentracdo de 5 e 10

ppm.

Simular operacdes com tempo de residéncia da agua contaminada no filtro
entre 10 a 30 minutos.

Realizar testes de avaliacdo da atividade antibacteriana das nanoparticulas
de prata com base na norma ASTM E2149 — Determinacdo da Atividade
Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos sob Condi¢cdes de Contatos

Dinamicos” para as amostras tratadas no filtro.

Realizar ensaios de toxicidade da &gua tratada empregando-se micro-

organimos com Daphnia magna.
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