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RESUMO

OUVINHA DE OLIVEIRA, Rachel. Preparacéo e avaliagao biocida de compdésitos a
base de resinas reticuladas contendo nanoparticulas de prata. 123 f. Dissertagao
(Mestrado em Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Neste trabalho, foram utilizadas trés resinas reticuladas comerciais de troca
idnica e carater acido a base de estireno e divinilbenzeno: Amberlite®GT73 da Rohm
and Haas Co. com grupo tiol, Lewatit® VPOC1800 da Bayer Co. com grupo sulfénico
e Amberlyst® 15WET da Rohm and Haas Co. também com grupo sulfénico. As
citadas resinas comerciais foram escolhidas por apresentarem grande capacidade
de troca ibnica, estabilidade e grupos funcionais de interesse para a introducao de
ions Ag®. As resinas foram tratadas com acido cloridrico para garantir as formas
acidas de seus grupos funcionais e em seguida a redugdo dos ions Ag’,
provenientes de solucido de nitrato de prata, foi realizada in situ pela hidroxilamina
em presenca de solucao protetora de coldide composta por 2-hidréxi-etil-celulose e
gelatina 1:1. Alguns parametros foram modificados durante a reducéo dos ions Ag"
a Ago, como por exemplo, o tempo de adi¢ao da solugao redutora de hidroxilamina, a
solucdo utilizada para controle do pH, e condigcdes do repouso apds o controle do
pH. Apds a incorporagdo das nanoparticulas de prata, tanto as resinas comerciais
quanto o produto final foram caracterizados por titulometria, fluorescéncia de raios-x,
analise termogravimétrica, analise elementar, grau de inchamento, difracao de raios-
X, microscopias otica e eletrbnica. A avaliacdo da atividade biocida foi realizada
através do método da contagem em placas utilizando-se uma cepa de Escherichia
Coli ATCC®25922™ em concentraces de 10° a 10’ células/mL. Todos os
compdsitos obtidos mostraram atividade bactericida significante, sendo que foi
possivel perceber que a agao bactericida dos compdsitos esta relacionada com a
presenca de prata na forma metalica e a caracteristicas como tamanho, formato e
dispersdo das particulas na matriz polimérica. Para efeito de comparacao, foram
realizados ensaios bactericidas com os copolimeros de partida e assim foi
comprovado que a acgao bactericida pdde ser atribuida somente as nanoparticulas
de prata.

Palavras-chave: Nanoparticulas, prata, bactericida.



ABSTRACT

In this study, three commercial cross-linked ion exchange resins with acid
character based on styrene divinylbenzene were used: Amberlite®GT73 from Rohm
and Haas Co. with thiol group, Lewatit ® VPOC1800 Bayer Co. and Amberlyst ®
15WET Rohm and Haas Co. both with sulfonic group. These commercial resins were
chosen because they have a high ion exchange capacity, stability and good
functional groups for the introduction of Ag® ions. The resins were treated with
hydrochloric acid to ensure its acidic functional groups and then to procedure the
reduction of Ag® ions. The silver ions were coming from solution of silver nitrate and
the reduction was carried out in situ by hydroxylamine in the presence of protective
agent 1:1 solution composed of 2-hydroxyethylcellulose and gelatin. Some
parameters were changed during the reduction of Ag* ions to Ag’, for example, the
time of addition of hydroxylamine solution, the solution used for pH control, and
conditions that the solution was left at rest after controlling the pH. After the
incorporation of silver nanoparticles, both commercial resins and the final product
were characterized by titration, fluorescence x-ray, thermal analysis, elemental
analysis, swelling degree, X-ray diffraction, optical and electron microscopy. The
evaluation of biocidal activity was performed using the viable plate count method and
a strain of Escherichia coli ATCC® 25922™ at concentrations from 10° to 10’
cells/mL. All composites showed significant bactericidal activity, and it is noted that
the bactericidal action of the composites is related to the presence of silver in metallic
form and characteristics such as size, shape and dispersion of particles in the
polymer matrix. Tests were performed also with the commercial resins and it was
verified that bacterial action could be attributed only to silver nanoparticles.

Keywords: Nanoparticles, silver, bactericidal
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INTRODUGAO

O corpo humano apresenta mais da metade de sua massa composta por
agua (WATSON et al., 1980). A perda natural de liquidos através da urina, fezes e
suor acarreta uma consequente necessidade de reposicao.

Além de a agua representar um fundamental recurso para o funcionamento
bioquimico do corpo, também ¢é indispensavel para as necessidades sanitarias. De
acordo com a United Nations World Water Development Report (2003), o ser
humano precisa de 20 a 50 litros de agua por dia (DAVIDHIZAR et al., 2004).
Entretanto, a agua pode servir de veiculo para agentes patogénicos e, por esta
razao, um eficiente mecanismo de desinfec¢do tanto na agua de rejeito, quanto na
agua consumida se faz necessario.

Ainda que nado se tivesse conhecimento sobre como o processo de
desinfec¢cédo acontecia, ha indicios de praticas como o uso de agua fervida, desde
500 a.C (LAUBUSCH, 1971). Conforme o conhecimento cientifico vem sendo
ampliado, novas técnicas cada vez mais eficientes estdo sendo estudadas e
aplicadas.

Uma grande diferenga entre a contaminagdo quimica e a contaminagao
bioldgica das aguas € o fato de que a quimica tende a manter ou até mesmo reduzir
o seu fator impactante enquanto a contaminacao biologica tende a se multiplicar
(WESTBROOKS, 1998), diminuindo as chances de uma recuperagao natural,
necessitando assim, da intervengdo humana.

A contaminacgéo de aguas por bactérias pode causar diversas doengas como
febre tiféide, disenteria e célera. A Organizagao Mundial de Saude (OMS) estima
que no mundo, 25 % dos leitos hospitalares sdo ocupados por vitimas de doencgas
de veiculacéo hidrica e mais de 5 milhdes de pessoas morrem por ano por doencas
relacionadas a ma qualidade da agua e as péssimas condigbes de higiene
(WATSON et al., 1998).

Fontes importantes desta contaminagao sao os esgotos domésticos, efluentes
industriais e hospitalares, sendo a presencga de coliformes totais um indicativo de
poluicdo bioldgica. O esgoto doméstico tipico contém de 10° a 10° coliformes totais
por 100 mL, dependendo do seu nivel de poluicdo (ESCWA, 2003).

A presenca de coliformes tem sido detectada em alimentos e agua potavel

(TIMMS et al., 1996), e para evitar niveis prejudicais a saude e ao bem estar
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humano é necessario um método eficaz de desinfecgdo da agua. Este procedimento
permite a reciclagem da agua sem que a saude humana e 0 meio ambiente sejam
prejudicados.

Nanoparticulas de prata tém mostrado efeito antibacteriano contra varias
espécies de bactérias nocivas (EBY et al., 2009) e tém sido largamente utilizadas na
industria téxtil (GUPTA et al., 2008) e em aplicagdes médicas (MATIJEVIC, 2008).

As propriedades bactericidas da prata em adicdo as caracteristicas dos
polimeros como resisténcia mecanica e baixa massa especifica fornecem atributos
unicos aos copolimeros contendo nanoparticulas de prata que garantem vantagens
em relagdo as técnicas atualmente utilizadas para desinfetar a agua, como a
cloragao, uso de antibidticos e ozonizacao (SOUZA et al., 2006). A ndo-formacao de
subprodutos, o ndo favorecimento a resisténcia, a estabilidade quimica do material e
possibilidade de reciclagem séo algumas destas vantagens (HU et al., 1999).

Outras caracteristicas desejaveis nestes compdésitos contendo prata sao a
nao toxicidade e impenetrabilidade quando em contato com a pele, garantindo
seguranga na manipulagdo, insolubilidade em &gua evitando a sua perda e
consequente despejo em corpos receptores, rapida acédo biocida e a possibilidade
de regeneragdo quando houver perda de atividade (KENAWY et al., 2007).

Tendo em vista as técnicas empregadas atualmente para desinfeccdo de
aguas, o presente estudo visa o aperfeicoamento de compdsitos com nanoparticulas
de prata que englobem vantagens e caracteristicas desejaveis relacionadas a
morfologia do compésito, garantindo assim a reprodutibilidade do experimento.

Nao ha na literatura muita informacao a respeito do uso das nanoparticulas de
prata para remediacdo ambiental, uma vez que esse procedimento nido é
amplamente utilizado, dando-se preferéncia as técnicas convencionais. Por esse
aspecto, a pesquisa se torna relevante no sentido de langar luz sobre a possibilidade
de implementacao de novas tecnologias eficazes na despoluicdo microbioldgica e
menos agressivas ao meio ambiente.

Neste estudo, foram utilizadas trés diferentes resinas comerciais a base de
estireno e divinilbenzeno como suporte para a impregnagao das nanoparticulas de
prata e, assim, gerar uma classe de compositos com potencial biocida. Dentre os
suportes utilizados, dois possuem grupo funcional sulfénico e um possui grupo

funcional tiol, todos com diferentes graus de porosidade. Apdos intensa pesquisa
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sobre o material a ser utilizado como suporte, foram escolhidas as resinas
Amberlite®GT73, Amberlyst®1SWET (ambas da Rohm and Haas) e
Lewatit®vVPOC1800 (da Bayer) por apresentarem grande capacidade de troca idnica,
estabilidade e grupos funcionais de interesse para a introducéo de ions Ag®. Solugéo
de nitrato de prata foi utilizada como fonte de Ag” e a sua reducéo foi realizada para
que se obtivesse nanoparticulas. Os compésitos resultantes foram caracterizados

através de diferentes técnicas e avaliados quanto a sua atividade biocida.
1. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi sintetizar, caracterizar e avaliar a capacidade
biocida de oito compdsitos contendo nanoparticulas de prata obtidos através da
modificagao de trés polimeros comerciais baseados em estireno e divinilbenzeno. O
foco da pesquisa foi produzir compdsitos com capacidade de reduzir o numero de

células viaveis de Escherichia coli.

1.1 Objetivos especificos

1) Modificar os polimeros comerciais por meio de adi¢do de ions Ag* nos grupos
funcionais sulfénicos e tiol presentes, usando nitrato de prata como fonte de
Ag" e sua posterior reducédo a Ag’;

2) Caracterizar os copolimeros antes e depois da impregnagcédo da prata e
verificar a modificagdo da sua morfologia;

3) Caracterizar os compoésitos sintetizados quanto ao teor e dispersédo da prata,
assim como analisa-los termicamente;

4) Desenvolver uma metodologia eficaz contra possiveis contaminagdes da cepa
original de Escherichia coli;

5) Avaliar a capacidade bactericida dos compésitos antes e depois da adigao
das nanoparticulas de prata usando suspensao com diferentes concentracdes
de Escherichia coli;

6) Verificar a relagdo entre a morfologia, teor e dispersdo da prata incorporada

sobre a capacidade bactericida dos compositos obtidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para a realizagédo dos objetivos propostos, procedeu-se a revisao bibliografica
pertinente ao tema em estudo. Inicialmente sera apresentado, um breve histérico
sobre os polimeros e seu manejo pela sociedade, seguido de nanotecnologia,
compositos poliméricos, antibidticos e resisténcia bacteriana, propriedades biocidas
da prata e sua interagdo com o meio ambiente. Durante a revisdo, serao analisados
alguns trabalhos balizadores da importédncia da obtengdo de um novo material

biocida para controle e despoluicdo do meio ambiente.

2.1 Polimeros

Os polimeros sdo abundantes na natureza e em 1000 a.C. os chineses ja
faziam uso de um verniz natural extraido da arvore Rhus vernicflua. Porém, somente
no inicio de século XVIIlI o primeiro plastico sintético foi produzido pelo belga Leo
Beakeland e foi chamado de baquelite. Conhecido como o “material dos mil usos”,
aos poucos foi substituindo metais, madeira e vidro pela sua resisténcia, leveza e
facilidade na moldagem. A Figura 1 mostra a imagem de um dos primeiros reldgios

produzidos com revestimento em baquelite (ELLIS, 1934).

Figura 1: Reldgio elétrico com revestimento em baquelite (ELLIS, 1934).

As qualidades dos polimeros como conveniéncia, baixo pre¢o e estética
mostraram-se evidentes e varios polimeros foram sintetizados nos anos seguintes.
Contudo, a produgdo em massa foi desenvolvida apenas durante a Segunda Guerra

Mundial quando rodas de borracha sintética, para-quedas e outros materiais de
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guerra foram largamente produzidos. Desde entdo, a industria de polimeros € uma
das que mais cresce no mundo sendo hoje o volume de plastico produzido
anualmente comparado ao do ago (RIPPEL e GALEMBECK, 2009).

O descarte dos polimeros era feito indiscriminadamente até que o volume de
lixo descartado proveniente desta fonte e sua consequente poluigao visual ficaram
evidentes. Além disso, a preocupagdao com as fontes nao-renovaveis como o
petroleo, matéria prima para fabricagdo de muitos polimeros, tornou o plastico alvo
de criticas (MOHANTY et al., 2000).

No entanto, a utilizagdo dos polimeros ja se tornara essencial e nos anos 80
0s processos de reciclagem e reuso comegaram a ser empregados com o intuito de
minimizar o impacto ambiental. Inicialmente, a reciclagem era feita pelas préprias
industrias para reaproveitamento das perdas de produgdo. Todavia, as
caracteristicas que tornaram os polimeros tao atrativos, como a leveza e modelagem
em formatos quase ilimitados, fizeram da reciclagem dos plasticos um desafio. Por
exemplo, a necessidade de uma pré-selecdo dos polimeros assim como a retirada
de impurezas séo fatores que demandam tempo e energia, tornando o processo
dispendioso.

As etapas que envolvem a reciclagem sao: coleta, selecdo e preparacéo,
reciclagem industrial e reintegragcéo ao ciclo produtivo (CLM, 1993), e para se avaliar
a economia proporcionada pela reciclagem fatores como matéria prima, agua,
controle ambiental, energia, custos de coleta e disposi¢ao final do lixo devem ser
considerados. Segundo Calderoni (2003), a reciclagem é uma opcao favoravel
comparada com a produgao utilizando-se de matérias primas virgens, pois sao
necessarios menos recursos hidricos, matéria prima, energia, reduzindo custos de
controle ambiental e disposigao final.

A sociedade ciente da adequabilidade, ajuste ou implementacdo de novas
tecnologias iniciou o estudo de polimeros verdes e a producdo de biopolimeros
comecgou a ser vista como uma alternativa aos polimeros petroquimicos (MOHANTY
et al., 2000). Contudo, até o presente momento, ainda nao foi sintetizado um
polimero proveniente inteiramente de fontes verdes e que seja 100 % biodegradavel
mantendo as caracteristicas dos polimeros tradicionais. Sendo assim, a escolha do

tipo de polimero depende das caracteristicas desejaveis para a sua aplicagéo.
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No caso de controle e despoluicdo do meio ambiente, os polimeros oferecem
uma imensa gama de produtos com morfologia variada. Recentemente, os
polimeros quelantes tém despertado a atencéo por sua eficiéncia na remediacéo de
aguas e solo. As variadas estruturas, assim como o tipo de ligante, o pH e a
solubilidade do polimero devem ser minuciosamente avaliados a fim de maximizar a
eficiéncia e seletividade quando em contato com o meio a ser tratado (ZALLOUM e
MUBARAK, 2008; MICIOI, 2007). Especificamente no caso da utilizagcdo de
polimeros em colunas, sdo desejadas caracteristicas como insolubilidade,

estabilidade fisica e quimica em ampla extensao de temperatura e pH.
2.2 Nanotecnologia e nanomateriais

O estudo da nanotecnologia tem atraido a atencdo dos pesquisadores
principalmente nas ultimas duas décadas. Ha um grande interesse econémico e
ambiental, pois sdo necessarios novos e mais sofisticados materiais para atender a
demanda crescente de tecnologias (WOJCIECHOWSKI, 2000).

Quando a nanotecnologia comegou a ganhar espago, as maiores areas de
atuacao eram as de telecomunicacoes, eletrénica, roboética e informatica. Contudo,
as caracteristicas dos nanomateriais possibilitaram um maior campo de estudo
também nas areas quimica, fisica e biomédica.

O termo nano aplicado as nanoparticulas indica que o objeto de estudo possui
pelo menos uma de suas dimensdes fisicas na ordem de nanémetro, ou seja, uma
parte em um bilhdo, o que corresponde a um bilionésimo do metro. As
nanoparticulas sao formadas por um numero relativamente pequeno de moléculas
ou de atomos, constituindo-se de um intermediario entre o atomo e o sdlido
estendido (POOLE, 2003), também chamado de sdlido “bulk”. A Figura 2 demonstra

comparativamente materiais naturais em escala micrométrica e nanometrica.

'Entende-se por solido “bulk” um conjunto de particulas soélidas grandes o suficiente para que a média
estatistica de suas propriedades seja independente do numero de particulas. E uma expressdo

genérica para pos ou granulados (SCHULZE, 2006).
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Figura 2: Exemplos de materiais micrométricos e nanométricos (Deutsches Museum
— Museu de Ciéncias e Tecnologia, Munique).

A utilizacdo de nanotecnologia vem produzindo dispositivos eletrbnicos cada
vez menores € mais eficazes. Os computadores, por exemplo, possuem milhdes de
transistores impressos em um bloco de silicio em seu processador. Estudos recentes
indicam a possibilidade de combinar ou até mesmo substituir esta técnica que utiliza
blocos de silicio pela aplicagdo de nanotubos de carbono, diminuindo ainda mais o
seu tamanho (DRESSELHAUS, 2001).

A nanotecnologia ja vem sendo utilizada pela industria farmacéutica e
continua sendo alvo de pesquisas. E possivel utilizar materiais nanométricos que
servem de revestimento para moléculas do principio ativo farmacolégico, facilitando
0 seu transporte e controlando a taxa de liberagdo do medicamento no corpo
humano. Recentes pesquisas mostram que nanoparticulas de prata tem
apresentado resultados satisfatérios contra o virus HIV (ELECHIGUERRA et al.,
2005).

O desenvolvimento da nanotecnologia desencadeou muitas pesquisas,
objetivando a busca de agentes mais eficientes que possam ser utilizados no
controle da poluicdo de aguas, solo e ar. Nanoparticulas sdo empregadas, por
exemplo, com o objetivo de despoluir aguas de processos industriais e esgoto. A
nanofiltracdo € um processo que utiliza membranas e possibilita a separacdao de
moléculas e ions indesejaveis com grande seletividade (FREIRE et al., 2000).

Devido ao desenvolvimento da nanotecnologia, muitas pesquisas tém como foco a
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busca de agentes que melhorem a eficiéncia dos tratamentos quimicos no controle
da poluigcdo ambiental.

Além do beneficio da redugao de tamanho, as nanoparticulas podem revelar
caracteristicas diferentes das encontradas nos sélidos estendidos. Alteracdes nas
propriedades mecanicas e na coloragcdo do material, reatividade quimica,
propriedades magnéticas, tolerancia a temperatura sdo algumas dessas
caracteristicas.

Um dos responsaveis por algumas dessas mudangas nas caracteristicas
fisico-quimicas € o aumento da superficie de contato, isto €, os chamados efeitos de
superficie (MACIEL et al., 2004). A medida que o tamanho da particula é diminuido,
a razao entre o numero de atomos encontrados na superficie e 0 numero de atomos
dispersos no interior da particula aumenta. Esses atomos dispostos na superficie da
particula diferentemente dos atomos presentes em seu interior estdo mais
disponiveis para interagir fisica e quimicamente, atuando de forma mais efetiva
nesses processos. A Figura 3 representa esquematicamente o aumento de

superficie de contato a medida que é diminuido o tamanho da particula.
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Figura 3: Representagéo esquematica do aumento da superficie.

2.2.1. Propriedades mecénicas

As propriedades mecanicas dos nanomateriais estdo intimamente ligadas ao
tamanho das nanoparticulas que os compdem e seu arranjo espacial. Em geral,
quanto menores s&o as particulas, mais resistente sera o material. Um exemplo € o
caso dos nanotubos de carbono que estdo substituindo o agco em diversas

aplicagdes, por serem mais resistentes e leves (COURTNEY, 1990).
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2.2.2. Propriedades opticas

A coloragao dos nanomateriais, assim como as suas propriedades mecanicas,
dependem do tamanho das particulas que os compdem. Nanoparticulas de um
mesmo elemento podem emitir comprimentos de onda diferentes de acordo com o
seu tamanho, gerando diferentes coloragdes (GAPONENKO, 1998). A Figura 4
mostra as diferentes coloracdes das solugcdes contendo nanoparticulas de ouro, de
acordo com o tamanho das particulas em estudo realizado por Hansen (2005). A
temperatura também pode atuar modificando a coloragdo dos nanomateriais ja que

influencia o estado de agregacao das particulas no meio (BONIFACIO, 2006).

<> < »>

18 nm - - 250 nm

Figura 4: Diferentes coloragdes das solugdes contendo nanoparticulas de ouro de
acordo com o tamanho das particulas (HANSEN, 2005).

2.2.3. Métodos de obtencéo

Nanoparticulas metalicas podem ter suas propriedades fisicas modificadas
pelo ajuste de composicao, forma e tamanho dos cristais. Contudo, a obtengao de
amostras de tamanho nanométrico é extremamente dificil, uma vez que dependem
da etapa de sintese destes materiais (YIN e ALIVISATOS, 2005).
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Basicamente é possivel dividir os métodos de obtengdo das nanoparticulas
em duas grandes categorias: o top down e o bottom up (MIJATOVIC, 2005). O
meétodo fop down, que quer dizer de cima para baixo ou do maior para o menor
tamanho, € um método fisico onde o material encontrado em macro escala é
fragmentado até chegar a dimensdes nanométricas. O método bottom up, que quer
dizer de baixo para cima ou do menor para o maior tamanho, € um método quimico
que parte de precursores moleculares ou atdmicos e que chegam ao tamanho
desejado através de reacdes quimicas. (ZARBIN, 1997).

O bottom up tem sido o método mais utilizado, pois ndo requer aparelhagem
sofisticada para a sua execucao e possibilita um maior controle durante a producao,
possibilitando a obtencdo de nanoparticulas de tamanhos e estruturas mais
definidas. Porém, recentes estudos mostram que a combinagdo dos dois métodos
também pode ser aplicada com bons resultados (ALBUSCHIES et al., 2006).

Varias rotas de obtencdo de nanoparticulas por processo bottom up através
de precursores em solucido tém sido descritas na literatura. Nesse caso, as
nanoparticulas permanecem na solugdo original que se assemelha a uma solugao
homogénea, porém sao na realidade dispersdes coloidais (ZANCHET, 1999).

O desenvolvimento de processos de sintese (biossintese) de nanoparticulas
metalicas, tais como Ag, Au, Pt e Pd, tem sido descrito na literatura. O processo de
reducao pode ocorrer através de enzimas presentes em bactérias (HUSSEINY et al.,
2007), fungos (SASTRY et al., 2003) e plantas (SHARMA et al, 2007). A enzima
redutase presente no fungo Fusarium oxysporum tem sido documentada como
catalisadora da redugdo de AgNOs a nanoparticulas de prata utilizando NADPH
como agente redutor (DURAN et al., 2007).

Durante a sintese, nanoparticulas tendem a se agregar de forma rapida para
constituir cristais maiores e termodinamicamente mais estaveis, pois isoladamente
elas apresentam alta area superficial e, portanto, alta energia superficial. As
nanoparticulas coloidais estdo sujeitas a forgas de atragdo que tendem a agrupa-las
em grandes aglomerados (ATKINS, 2000). No entanto, para que sejam estudadas
as propriedades dependentes de parametros como tamanho e morfologia e
possiveis aplicagdes, sdo desejaveis particulas metalicas ndo aglomeradas, com
forma e estruturas controladas e com distribuicdo de tamanhos estreita

(monodispersa).
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A agregagao de nanoparticulas, em geral, possui grande contribuicdo das
forcas intermoleculares e, no caso das nanoparticulas metalicas monodispersas,
mais especificamente, ocorre interagdo do tipo dipolo-dipolo magnético tornando
essa interagao significantemente forte. Sendo assim, torna-se necessario adicionar
ao meio reacional um material que agira como agente protetor estabilizando as
particulas durante o processo de sintese, evitando assim a sua coalescéncia.

Basicamente dois tipos de mecanismos sio utilizados nesse processo de
estabilizagdo das nanoparticulas: eletrostatica e estérica representados na Figura 5
(FENDLER,1996).
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Figura 5: Representagédo de dois mecanismos de estabilizagdo de particulas em
solugdes coloidais: (a) estabilizagao eletrostatica e (b) estabilizagédo por efeito
estérico (COUTO, 2006).

Durante a estabilizagdo eletrostatica as nanoparticulas se repelem, pois
possuem suas superficies carregadas eletricamente. O mecanismo que evita a
coalescéncia das particulas se baseia no fato de que cargas iguais se repelem,
seguindo o principio da repulsao Coulombiana, consequéncia do campo elétrico.

A repulsdo Coulombiana, neste caso, favorece o processo. O inverso
acontece na fisica nuclear, onde a maior dificuldade reside na necessidade de se
utilizar condicbes extremas de pressao e temperatura para que haja a fusao de dois
nucleos atémicos, superando a repulsdo Coulombiana (ROHLF, 1994).

Entretanto, na estabilizagdo por efeito estérico ndo ha cargas na superficie da
nanoparticula e a aproximagao entre elas é limitada por uma camada de outro

material, funcionando como um protetor de coldide. Para esse tipo de estabilizagao,
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podem ser utilizados surfactantes, polimeros ou moléculas organicas que limitem as
superficies das particulas evitando o seu contato.

Para a sintese de particulas metalicas em meio liquido, os métodos mais
utilizados envolvem a reducdo de sais metalicos em presenca de estabilizantes no
meio reacional, promovendo assim o controle do crescimento e a estabilizagdo das
nanoparticulas. As particulas metalicas coloidais monodispersas, derivadas deste
processo, sao estaveis por mais tempo em solugdo e podem ser secas, precipitadas
e redissolvidas sem perder a estabilidade (SARATHY, 2007).

Algumas variaveis definem o tamanho final das particulas, assim como seu
comportamento quando aplicadas em processos quimicos e, por isso, devem ser
consideradas como, por exemplo, precursor metalico, temperatura de reacgao, tipo de
estabilizante utilizado e a razdo precursor metalico / agente estabilizante.

Polimeros tém sido amplamente aplicados em sinteses de nanoparticulas
metalicas, com grande eficacia no processo, pois muitos deles possuem vantagens
como solubilidade em agua ou alcool, resisténcia a altas temperaturas e por

possuirem afinidade por metais.

2.3. Compositos de polimeros e nanoparticulas metalicas

Materiais compoésitos podem ser definidos como materiais multifasicos
constituidos por duas ou mais fases com composicdes distintas, adequadamente
arranjadas, e que estdo separados por uma interface (CHAWL, 1987). Assim, pela
combinagdo adequada de diferentes matérias primas com caracteristicas
particulares, um compdsito pode reunir um conjunto de propriedades convenientes e
desejaveis, formando um unico dispositivo com propriedades superiores as dos
componentes.

Em compdsitos formados por apenas duas fases, uma é chamada matriz, a
qual é continua e envolve a outra fase, denominada fase dispersa. No caso dos
compositos de polimeros e nanoparticulas metalicas a sua constituicdo é composta
por uma matriz polimérica e uma fase dispersa, contendo as nanoparticulas.

A fixacdo das nanoparticulas na matriz polimérica pode ser realizada de

diversas maneiras, por exemplo, a incorporacdo fisica ou quimica do metal em
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microesferas poliméricas ou pela oxidagao de complexos formados pelo polimero e
o ion metalico (MARTIN et al., 2004).

O copolimero pode ser obtido basicamente de trés formas: com a fixacdo das
particulas magnéticas apos a obtengédo do polimero, polimerizagao apds a obtengao
das nanoparticulas e formagdo das nanoparticulas e polimerizagdo simultaneas
(TAVARES, 2004). Em todos os casos o procedimento deve ser cuidadosamente
controlado, pois a introdugdo de particulas metalicas no polimero pode causar
disturbio no processo de polimerizagdo, produzindo particulas poliméricas sem
forma definida (SANTA MARIA et al., 2006).

A presenga de uma matriz polimérica pode levar a uma seletividade em
reagdes catalisadas em fungao da influéncia estérica, enantiomérica ou eletrostatica,
além da cobertura polimérica poder estabilizar as particulas, evitando agregacao.
(ANTIPOV et al., 2000).

Assim, a etapa inicial da busca do produto a ser sintetizado € definir uma
classe de nanoparticulas com propriedades de interesse, e que possam ser

incorporadas regularmente a uma matriz desejada.

2.4. Introducao de grupos i6nicos na unidade estrutural polimérica

Uma das formas de obtencdo de copolimeros trocadores de ions € a
modificagdo da estrutura polimérica pela introducéo de grupos sulfénicos. Estudos
comparativos mostram que copolimeros sulfonados possuem algumas vantagens
sobre aqueles formados pelos polimeros precursores (HUCK e BONN, 2000).

A sulfonacido de cadeias poliméricas tem se mostrado uma opgao eficiente e
versatil para a obtencdo de polimeros polieletrofilos (SMITHA et al., 2005). O
controle do grau de sulfonagcdo se faz necessario de forma a maximizar a
condutividade protdnica das membranas sem que estas se degradem ou percam a
insolubilidade em agua, caracteristica necessaria para a sua aplicagdo (ELABD e
NAPADENSKY, 2004).

A capacidade de troca iGnica € uma das principais caracteristicas desejadas
quando se utilizam polimeros sulfonados, sendo que, esta caracteristica aumenta

conforme o grau de sulfonagédo (BASTOS, 2005).
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Existem trés principais métodos para a sulfonagéo de polimeros. A sulfonacéo
da cadeia principal, o enxerto por radiagcdo com subsequente sulfonagio e a reagao
de polimerizacdo com mondmeros sulfonados (AZEVEDO et al., 2006).

Estudos realizados por Becker mostram que amostras sulfonadas de resinas
hidrocarbdnicas tém sua capacidade de troca ibnica aumentada de acordo com o
teor de grupos acidos na amostra. A Tabela 1 mostra os valores da capacidade de
troca ibnica em relagdo ao grau de sulfonagdo da resina encontrados em estudos
realizados por Becker (2006). Becker observou também que as resinas que
apresentavam grau de sulfonagao superior a 30 % foram totalmente solubilizadas no
meio aquoso devido a introdugcdo dos grupos acidos —SO3z;H na molécula do

polimero.

Tabela 1: Capacidade de troca ibnica (IEC) de algumas resinas hidrocarbénicas
(BECKER, 2006).

Grau de sulfonagao (mol %) IEC (meq/qg)

11,9 0,99
16,9 1,34
18,6 1,52
20,9 1,65
24,6 1,90
28,9 2,15
45,0 3,03
55,6 3,55
58,4 3,69

2.5. Propriedades biocidas da prata

As propriedades biocidas de alguns metais sdo conhecidas desde a
antiguidade. Civilizagcdes da Pérsia e México usavam jarros de prata e cobre para
armazenar agua, pois estes mantinham a agua limpa e fresca por mais tempo. Os
fenicios armazenavam agua, vinagre e vinho em recipientes de prata para evitar a
sua deterioracado (DAVIES e ETRIS, 1997).
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Hipocrates menciona a prata como cicatrizante de feridas e em 400 d.C é
listada como tratamento para ulceras em forma de pé fino. Os exércitos do czar
Alexandre utilizavam barris de agua revestidos com prata para purificar a agua
retirada dos rios e cérregos durante as guerras napolednicas (CUMSTON, 1928).

As pesquisas modernas confirmam o que Hipdcrates ja havia verificado
experimentalmente: as menores particulas possuem maior eficacia bactericida (RAI
et al,.2009; RUPARELIA et al., 2008; MORONES et al., 2005).

Metais como cobre, titdnio (RETCHKIMAN-SCHABES et al.,, 2006), zinco,
ouro (GU et al.,2003), magnésio e prata sdo estudados em forma de nanomateriais
por suas propriedades biocidas mas a prata tem apresentado melhores resultados
tanto contra bactérias, como para fungos e virus (GONG et al., 2007).

Atualmente, destacam-se algumas aplicagbes da prata: tratamento de agua,
produtos odontoldgicos, fibras e tecidos, revestimento, tratamento de pele como
queimaduras e acne. As propriedades biocidas da prata contam com o beneficio da
alta estabilidade térmica e baixa volatilidade e toxicidade para as células humanas
(DURAN et al., 2007). A toxicidade da prata em humanos foi verificada apenas
quando ingerida em altas concentracbes causando sobrecarregamento dos rins,
indigestao, cefaléia e Argyria, doenca que causa o azulamento da pele (FUNG e
BOWEN, 1996).

Uma aplicagédo recente sdo os polimeros impregnados com prata utilizados
em catéteres e valvulas cardiacas com o objetivo de evitar a formagao de biofilmes
bacterianos (SAMPATH et al., 1995; DASGUPTA, 1997).

Dentre varios estudos envolvendo a interagdo da prata com microorganismos,
destacam-se os realizados contra Escherichia coli (FENG et al., 2000; SONDI e
SONDI, 2004), Pseudomonas mendocina (ZODROW et al., 2009), Streptococcus
mutans (CRISTOBAL et al., 2009), Streptococcus pyrogens (SU et al., 2009),
Candida spp. (PANACEK et al., 2009), Bacillus subtilis (YOON et al., 2007),
Trichophyton mentagrophytes (KIM et al., 2008) e HIV-1 (ELECHIGUERRA et al,,
2005).

O potencial biocida da prata pode ser verificado nas formas de nanoparticulas
(Ag®), prata coloidal como AgCl e também na forma de ions Ag*. Devido & grande
superficie de contato verificada nas nanoparticulas, a interacdo entre

microorganismo e o metal ocorre em maior extensdo, apresentando maior poder
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bactericida (RAI et al., 2009). Pesquisas realizadas por Choi e colaboradores (2008)
apontam a eficacia prata em forma de coloide AgCl como sendo tdo significante
quanto os ions Ag®. Entretanto, é dificil realizar uma comparacgdo generalizada ja
que o potencial biocida ndo estda somente relacionado a forma de apresentacido da
prata mas também a parametros como tamanho, forma e concentragao.

O mecanismo de agao das nanoparticulas de prata com as bactérias foi
estudado por Zodrow e colaboradores (2009) e diz que a interagdo ocorre entre os
ions Ag® liberados pelas nanoparticulas e o enxofre ou o fosforo presentes na
membrana plasmatica bacteriana. O fésforo presente no DNA, as pontes de
dissulfeto assim como os grupos tiol sdo alvos deste ataque. Contudo, quando os
ions prata entram na célula bacteriana ha uma diminuicdo de peso molecular na
regidao central da bactéria, protegendo o DNA da prata. Sendo assim, as
nanoparticulas atacam preferencialmente a cadeia respiratéria, o transporte de
elétrons e a divisdo celular antes de inibir a replicacdo do DNA bacteriano
(TREVORS, 1987; RUSSELL e HUGO, 1994, FENG et al., 2000). Krishnara e
colaboradores (2009) investigaram a interagao da prata na cadeira respiratoria em E.
coli e V. cholerae concluindo que as nanoparticulas de prata inibem a atividade das
enzimas citocromo oxidase, malato desidrogenase e succinato reduzindo
drasticamente a taxa de respiragao das bactérias, comparando-se com a cepa hao
tratada com prata como mostra a Figura6.  De forma equivalente, as
propriedades antivirais dos ions prata envolvem a interacdo com o DNA viral e

grupos tiol presentes nas proteinas encontradas nos virus (KIM et al., 2008).
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Figura 6: Mudancgas na atividade respiratéria em E. coli e V. cholerae (KRISHNARA
et al., 2009).

Esta afinidade da prata com as proteinas bacterianas e consequente
interacao preferencial com a parede celular e membrana plasmatica vao de encontro
a pesquisas mais antigas como a de Modax e Fox (1973) que trataram
Pseudomonas aeruginosa com doses nao letais de sulfadiazina de prata e
verificaram que menos de 0,5 % da prata se encontrava na parte lipidica da bactéria,
concentragao inferior a 3 % foi encontrado na fragdo do RNA e menos de 12 % na
fracdo do DNA e o restante da prata foram encontrados nas demais partes da
bactéria que incluem proteinas e polissacarideos. A distribuicdo da prata em
Citrobacter intermedius foi de 5 % no citoplasma, cerca de 27 % da membrana
celular e cerca de 68 % na parede celular (GODDARD e BULL, 1989). A Figura 7

mostra a interacdo entre Ag® e célula bacteriana.


http://bases.bireme.br/cgi-bin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=REPIDISCA&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=51365&indexSearch=ID
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Figura 7: Interacdo entre Ag® e célula bacteriana (ALYA HEALTH, 2005).

A liberagdo de ions prata ndo é o unico mecanismo de ataque das
nanoparticulas a células bacterianas e virais. Alguns estudos mostram que danos a
células microbianas foram causados pela prata em sua forma metalica causando a
morte celular (SONDI e SONDI, 2004; MORONES et al., 2005; PANACEK et al.,
2006). O mecanismo de agao destas nanoparticulas provavelmente ocorreu por um
aumento na permeabilidade da membrana celular causando um colapso osmoético e
perda de material intracelular (ZODROW et al., 2009).

A Figura 8 mostra nanoparticulas de prata de variados tamanhos em

processo de penetragdo em uma célula bacteriana.

Figura 8: Microscopia Eletronica de Transmissao de E.Coli apds tratamento com
nanoparticulas de prata (A) Barra 1 ym e (B) 100 nm (DROR-EHRE et al., 2009).
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Um fator desfavoravel ao entendimento do mecanismo e diferencas entre a
interag&o entre a prata idnica e metdlica é a presenca de ions Ag® gerados a partir
da oxidagao da superficie das nanoparticulas de prata (SAMBHY et al., 2006). A

Figura 9 representa alguns mecanismos de agao antimicrobiana.

} Liberacdo de ions |_} l Oxidagdo da proteina ‘ Rompimento

daparede
celular

Dano ao

DNA Geracao de

espécies reativas

A
ER B>
PVQ

| Interrupcao do transporte de elétrons ‘

Figura 9: Possiveis mecanismos de atividade antimicrobiana exercidos pela prata
(adaptacoes de Ll et al., 2008).

2.6. Formas de apresentagao da prata vs atividade biocida

Propriedades fisico-quimicas também influenciam no potencial biocida da
prata. Elechiguerra e colaboradores (2005) verificaram que a ligagao entre o virus
HIV-1 e células hospedeiras foi impedida através do bloqueio do vinculo com a
glicoproteina GP 120 pelas nanoparticulas de prata que apresentavam tamanhos de
1 a 10 nm. Em geral, particulas menores que 10nm sdo mais toxicas as bactérias
como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (XU et al., 2004; GOGOI et al.,
2006) pois além de promover um maior contato entre as superficies da célula e da
particula, aumenta a possibilidade de ocorrer a penetracdo da prata na célula
causando citotoxicologia (SU et al., 2009).

Os resultados de Choi e colaboradores (2008) surpreendentemente
mostraram os percentuais de inibicdo de crescimento de E. coli como sendo 55 %,

100 % e 66 % para nanoparticulas de prata, ions Ag® (na forma de AgNOs) e
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coléides de AgCIl. A baixa eficiéncia neste caso pode ser atribuida ao tamanho
meédio de 14 nm das nanoparticulas.

Além do tamanho da particula a sua forma também influencia na capacidade
biocida. Apesar de nao haver vasta literatura relacionando o formato das
nanoparticulas com seu poder antimicrobiano, Pal e colaboradores (2007)
desenvolveram um importante estudo sobre o assunto e concluiram que os cristais
de prata que exibiram formato triangular tiveram ag¢ao biocida mais forte comparando
com ions Ag® (AgNO3) e com nanoparticulas esféricas ou cilindricas (PAL et al.,
2007). Foram observadas interacdes de particulas esféricas e cilindricas de até 80
nm em bactérias, porém particulas menores que 10 nm com alta densidade e
formatos triangulares sdo mais favoraveis a interacdo com a célula (XU et al., 2004;
MORONES et al., 2005; GOGOI et al., 2006). A Figura 10 mostra a microscopia
eletrbnica de varredura de uma mistura de prata esférica e cilindrica (A) e a
microscopia eletrénica de transmissao de particulas de prata com facetas

triangulares.

Figura 10: (A) MEV de uma mistura de prata esférica e cilindrica (LIU et al., 2005);
(B) MET de particulas de prata com facetas triangulares (MANSOURI e GHADER,
2009).

2.7. Resisténcia microbiana a prata

A resisténcia a bactericidas e antibidéticos € um assunto de grande interesse
devido ao desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes. As primeiras cepas de
bactérias gram-positivas resistentes surgiram apdés a Segunda Guerra Mundial

devido ao uso extensivo de penicilina (SILVEIRA et al., 2006). Com a necessidade



41

de novos medicamentos eficazes contra estas cepas, surgiram os analogos
penicilinicos como meticilina, tetraciclina e eritromicina e apdés ndo muito tempo
apareceram as cepas de enterococos e estafilococos multiresistentes. A
vancomocina surgiu como nova geragao de antibidticos capazes de destruir
bactérias ndo suscetiveis aos derivados da penicilina. A primeira linhagem de
Enterococos vancomicino resistentes em 1988 foi responsavel por contaminacoes
como infecgbes hospitalares (KAUFFMAN, 2003) e entdo novas pesquisas foram
necessarias contra os novos microorganismos mutantes. Além do desenvolvimento
de antibidticos inteiramente novos, o estudo sobre possiveis efeitos sinérgicos entre
substancias conhecidas entra em discusséo.

Existem varios mecanismos de agao, dependendo da classe de antibiéticos.
Inibicdo da sintese da parede celular, do acido félico, das proteinas que compdem a
célula, do DNA, do RNA e desorganizagdo da membrana celular sdo alguns destes
mecanismos (ALANIS, 2005). Por outro lado, as bactérias desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa contra estes agentes como a degradagdo do antibidtico
catalisada por enzimas; a modificagcdo de grupos funcionais tornando o antibiético
inativo; o efluxo continuo do antibiético tornando sua excregdo mais veloz do que a
difusdo celular e mantendo a concentracdo inexpressiva no interior da célula; a
reprogramacgao e modificacdo das estruturas-alvo tais como ribossomo, proteina e
constituintes da parede celular os tornando irreconheciveis pelo farmaco (SILVEIRA
et al., 2006). Em alguns casos, bactérias desenvolvem resisténcia simultdnea a duas
ou mais classes de antibidticos tornando a terapia dificil e dispendiosa.

Micro-organismos parecem nao desenvolver resisténcia a prata, o que nao
ocorre com o0s antibidticos convencionais, pois o metal ataca diferentes alvos na
célula, o que significa que variadas mutagéneses seriam necessarias para que 0s
micrébios fossem alheios a presenga da prata (PAL et al., 2007). Em forma de
nanoparticulas, a prata ja mostrou ser altamente eficaz contra diversas cepas de
bactérias gram-positicas e gram-negativas multiresistentes (AYALA-NUNEZ et al.,
2009) e combinadas a alguns antibi6ticos, promovem efeito adicional recuperando a
eficacia destes compostos. Shahverdi e colaboradores (2007) verificaram a sinergia
entre alguns antibiéticos como amoxicilina, penicilina, eritromicina, vancomicina e
clindamicina com nanoparticulas de prata (SHAHVERDI et al., 2007), comprovando

a promissora aplicacado da prata como poderoso bactericida.
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2.8. Antibioticos e meio ambiente

A utilizagdo dos antibiéticos ndo se restringe a terapia humana, incluindo
também a agropecuaria e a agricultura. Mesmo apdos a administracéo oral, pacientes
e animais excretam parte dos antibidticos no esgoto doméstico, hospitalar e nos
solos, sendo persistentes nestes meios (AARESTRUP et al., 2000; GONI-URRIZA et
al., 2000). Os residuos provenientes destas aplicacbes podem conter tanto o
antibiotico na forma original quanto bactérias resistentes aos mesmos podendo
contaminar o0 meio ambiente. A consequéncia mais importante do descarte de
antibidticos é a geragao de bactérias mutantes ja que mesmo em locais onde nao ha
registros de contaminacdo por antibidticos, podem ser encontradas espécies
mutantes ja clinicamente identificadas, possivelmente derivadas de uma sucessiva
transferéncia genética através das geragbes. O efeito desta contaminagdo na
biosfera € amplo, pois interfere no ciclo natural da microbiota (BILA e DEZOTTI,
2003).

Portanto, além de medidas como implementacdo de politicas de consumo
consciente de antibidticos e pesquisas objetivando a descoberta de métodos
alternativos aos antibiéticos regulares que nao favorecam a resisténcia microbiana
serem necessarias (MARTINEZ, 2009), é de fundamental importancia que os
residuos potencialmente poluentes por carga bacteriana, resistente ou n&o, sejam
tratados e reduzidos ao minimo para evitar a proliferacado deste material genético.
Sendo assim, as plantas de tratamento de aguas residuais devem atuar tanto na
degradagao dos antibidticos, quanto na eliminacdo de micrébios, evitando que
ambos atinjam os corpos d’agua (PAUWELS e VERSTRAETE, 2006).

2.8.1 Nanoparticulas de prata e o meio ambiente

A aplicagdo clinica das nanoparticulas de prata ja foi extensivamente
pesquisada e inumeras rotas de sintese ja foram apresentadas. Contudo, o uso para
controle e remediagdo do meio ambiente at¢é o momento, ndo tem sido
consideravelmente reportado. A Figura 11 mostra o numero de publicagdes

relacionadas as nanoparticulas através de uma estatistica realizada com dados das
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revistas Water Research, Water, Science and Technology, Chemosphere,
Biochemical and Biophysical Research Communications, Waste Management, Air,
Water and Soil Pollution, Journal of Environmental Quality, Aquatic Toxicology,
Water Environment Research, Journal of Hazardous Materials e evidencia a

necessidade de uma maior atengcdo a aplicacdo destes materiais na remediagao

ambiental.
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Figura 11: Numero de publicagdes em diferentes assuntos referentes as
nanoparticulas, até dezembro de 2008. (BRAR et al., 2009 com adaptagoes).

As nanoparticulas de prata ja provaram serem eficientes antimicrobianos sem
predisposicdo ao desenvolvimento de cepas resistentes. Muhling e colaboradores
(2009) verificaram que bactérias de ocorréncia natural ndo desenvolveram
resisténcia as nanoparticulas de prata e por isso este material pode ser visto como
uma alternativa para o tratamento de efluentes.

Contudo, as nanoparticulas de prata também podem ser nocivas ao meio
ambiente ja que seu potencial bactericida pode ser fatal a coldnias bacterianas
naturais, como por exemplo, as bactérias nitrificantes necessarias ao ciclo do
nitrogénio. As nanoparticulas s&o persistentes no meio ambiente, sendo
potencialmente tdxicas ao ambiente aquatico. A sua afinidade com espécies
bioldgicas, assim como com materiais particulados suspensos e com sedimentos,

pode ser atribuida as forgas eletrostaticas e covalentes.
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A extensa superficie de contato destes materiais facilita a interagdo com
aguas superficiais e espécies bioldgicas pelo fenébmeno de adsorgédo. Basicamente,
a adsorgao pode ser fisica (fisissorgdo) ou quimica (quimissor¢géo) dependendo do
tipo de interagao ocorrido. Forgas de Van der Waals promovem adsorgéao fisica ja
que nao ha transferéncia de elétrons, enquanto forcas eletrostaticas e ligagdes
covalentes geram adsorgao quimica, pois ocorre transferéncia de elétrons entre o
material adsorvido e o adsorvente (BRAR et al., 2009). Além disso, a adsorgédo de
matéria organica pelas nanoparticulas € termodinamicamente favoravel, pois gera
suspensoes estaveis (GAO et al., 2009).

Por esta razdo, o uso das nanoparticulas de prata deve ser controlado para
que nao haja dispersao no meio ambiente. Um dos desafios ao aplica-lo em forma
de compdsito é o desenvolvimento de um material suficientemente estavel para que
o procedimento ndo libere vestigios de prata.

Benn e Westerhoff (2008) sugerem que € importante quantificar e caracterizar
a prata proveniente de produtos comerciais como coloidal ou ibnica e assim escolher
o melhor método para tratamento dos possiveis residuos. Um exemplo de uso e
despejo indiscriminados de nanoparticulas de prata € uma linha de maquinas de
lavar projetada para eliminar odores dos tecidos liberando nanoparticulas de prata
nas roupas durante a lavagem, porém as particulas vao além das roupas atingindo o
esgoto domeéstico. (BENN e WESTERHOFF, 2008).

Duran e colaboradores (2009) realizaram a biorremediagdo de aguas de
lavagem de tecidos impregnados com nanoparticulas de prata utilizando a bactéria
Chromobacterium Violaceum e obtiveram resultados satisfatérios. Com o
procedimento adotado, houve a recuperagdao da prata descartada e ndo ocorreu
dano a cepa bacteriana, ja que a sua morfologia foi restaurada apés uma nova
cultura.

Uma possivel utilizagdo dos nanocompdsitos com nanoparticulas de prata € o
tratamento de efluentes hospitalares. Estes efluentes devem ser vistos com especial
atencao, pois apresentam niveis elevados de bactérias resistentes a antibacterianos
quando comparado a outras fontes de poluicdo e o tratamento indevido destes
residuos gera a disseminacédo de bactérias multirresistentes (FUENTEFRIA et al.,
2008).
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O cloro, geralmente em forma de hipoclorito de sédio, € a substancia mais
utilizada para desinfecgdo de efluentes hospitalares no Brasil, pois seu manejo &
simples e econdmico. Porém a cloragao apresenta fatores que desfavorecem a sua
utilizagao, pois além de ndo ser completamente eficaz contra microorganismos como
os patégenos Giardia e Criptosporidium (COSTA e DANIEL, 2002), a cloragéo
produz subprodutos organicos téxicos como os trialometanos (THMs) e acidos
haloacéticos (HAAs) (TYRRELL et al., 2005).

Na Europa, alguns hospitais ja aplicam o processo de desinfecgao por
ozonizagdo que apesar de nao possuir a desvantagem da formacado de
organoclorados, ha formagao de subprodutos aldeidicos e cetbnicos e ainda, existe
a possibilidade de se formar bromato, dependendo do nivel de brometo presente na
agua. Além disso, possui grande instabilidade necessitando além da producgao in
situ, de uma alta demanda energética. Alguns estudos mostram que a ozonizagao
pode até mesmo favorecer o crescimento bacteriano pela conversao de material
organico nao biodegradavel em formas mais facilmente degradaveis, fontes de
carbono para os microorganismos (MILTNER et al., 1192; SIDDIQUI et al., 1997).

Com base nos dados expostos, o tratamento de agua com a ajuda de
nanocompaositos contendo nanoparticulas de prata € um procedimento que possui
potencial para substituir ou complementar as atuais técnicas de desinfecgao
utilizadas nas plantas hospitalares que utilizam cloro ou ozénio como agentes

antimicrobianos.

3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os materiais e equipamentos, assim como a

metodologia empregada para a execug¢ao dos experimentos.
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3.1. Produtos quimicos e biolégicos

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado utilizando os reagentes
listados a sequir:

e Cepa ATCC®25922™ de Escherichia Coli — fornecida pelo Laboratério de
analises clinicas LAGO LAB.

e Cepa (OHd5 — k-12) de Escherichia Coli — pertencente ao estoque do Laboratério

de Tecnologia de Processos Bioquimicos - procedéncia: Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

e Amberlite®GT73 (copolimero) - procedéncia: Rohm and Haas Co., grau de

pureza:comercial, resina contendo grupo tiol.

e Lewatit®yVPOC1800 (copolimero) - procedéncia: Rohm and Haas Co., grau de

pureza:comercial, resina contendo grupo sulfénico.

e Amberlys®®15WET (copolimero) - procedéncia: Bayer Co., grau de

pureza:comercial, resina contendo grupo sulfénico.

e Tiocianato de amdnio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

 Acido cloridrico — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Acido nitrico — procedéncia: Vetec, concentrado 65 % p/v.

e Carbonato de sddio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Bicarbonato de sddio — procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.

e Cloreto de sddio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

o Hidroxido de sédio — procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Hidroxilamina — procedéncia: Riedel de Haén, grau de pureza: P.A.

o Nitrato de prata — procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

o Sulfato de ferro Il amoniacal - procedéncia: Vetec, grau de pureza: P.A.

e Hidroxido de aménio — procedéncia: Vetec, 28-30 %, grau de pureza: P.A.

e Alcool etilico - procedéncia: Isofar, grau de pureza: P.A.
e Gelatina — procedéncia: Oetker Produtos alimenticios Ltda., grau de pureza:
comercial.

e 2-hidroxietilcelulose — procedéncia: Dow Comercial, grau de pureza: comercial.

e Fosfato dissddico - procedéncia: Merck, grau de pureza: P.A.

e Caldo Lactose (Lactose Broth) - procedéncia: Micromed, grau de pureza: P.A.

e Caldo Lauril Sulfato Triptose - procedéncia: Himedia, grau de pureza: P.A.
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e Caldo verde brilhante lactose bile 2 % - procedéncia: Micromed, grau de pureza:
P.A.
e Caldo EC (EC Medium) - procedéncia: Acumedia, grau de pureza: P.A.

e Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) Levine - procedéncia: Himedia, grau de

pureza: P.A.

e Tiras indicadoras de pH (Indicador universal) - procedéncia: Merck.
Todos os reagentes citados acima foram utilizados como recebidos.

3.2. Equipamentos

Além dos equipamentos e vidrarias tradicionais usados em laboratorio, foram

utilizados nesta Dissertagao os seguintes aparelhos:

¢ Analisador automatico de adsorgao fisica de nitrogénio — Micromeritics,
modelo ASAP 2020

¢ Analisador elementar (CHNS) - Elementar, modelo vario MACRO CHNS

¢ Analisador termogravimétrico (TGA) — TA Instruments, modelo Q50 V6.4 Build
193

o Difratdmetro de raios X (DRX) - Siemens Kristalloflex ("

e Autoclave vertical — Phoenix modelo AV-50

e Balanca analitica Marte — modelo AL 500 C

e Camara de fluxo laminar

e Fluorescéncia de raios x por dispersdo de energia.(EDFRX) - Shimadzu,
modelo EDX 800 HS Detetor: Si(Li) resfriado com nitrogénio liquido e colimador
de 10mm @

e Estufa para incubacéao - DelLeo equipamentos para laboratoérios
o Estufa para esterilizagao e secagem — Odontobras

e Contador de coldnias — Phoenix CP600

e Estufa Quimis

e Agitador eletro-magnético com peneiras redondas - Bertel

e Agitador de solugcdes — Phoenix modelo AP 56

¢ Placa de aquecimento e agitacao - IKA RH-KT/C



48

¢ Incubadora de bancada com agitacdo — Nova técnica modelo CT 712

e Microscopio eletronico de varredura Philips, modelo XL-30 acoplado com
EDX e detectores SE e BSE®

e Microscopio eletrénico de varredura, Jeol modelo JSM-5800LV com detector
BSE®

e Microscopio 6tico Olympus, modelo Bx60 acoplado com maquina fotogréfica,
modelo SC 35

(1) Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Campus

Araraquara)
(2) Instituto de Engenharia Nuclear (IEN) da Comissdo Nacional de Energia Nuclear.

(3) Departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais da Escola Politécnica
da Universidade de S&o Paulo (USP).

(4) Secao de Engenharia Mecénica e de Materiais do Instituto Militar de Engenharia
(IME).

Para o ensaio microbiolégico foram usados os seguintes materiais:

¢ Pinca metalica

e Seringas descartaveis para tuberculina de 1 mL graduadas estéreis

e Ponteiras descartaveis 1-1000 pL autoclavaveis para pipetadores tipo
Eppendorf (azuis)

e Ponteiras descartaveis 1-200 pL autoclavaveis para pipetadores tipo
Eppendorf (amarelas)

e Pipetador automatico 200-1000 pL

e Pipetador automatico 10-200 pL

e Bico de gas.

e Erlenmeyer de 50 mL

e Tubos de ensaio de 13 mm

e Caixa com ponteiras 200 uL

e Caixa com ponteiras 1000 uL
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e Pérolas de vidro de cerca de 3-4 mm
e Perolas de vidro de cerca de 2 mm

e Placas de Petri de 90 mm

e Alca de niquel cromo com cabo

e Tubos de Durham

e |3 devidro

3.3. Procedimentos

Os principais métodos desenvolvidos na elaboracdo desta Dissertacdo sao

descritos a seguir.

3.3.1. Modificacdo das resinas

Foram utilizadas trés resinas reticuladas comerciais de troca iGnica e carater
acido a base de estireno divinilbenzeno: Amberlite®GT73 da Rohm and Haas Co.
com grupo tiol, Lewatit® VPOC1800 da Bayer Co. com grupo sulfénico e Amberlyst®
15WET da Rohm and Haas Co. também com grupo sulfénico. As resinas foram
tratadas com acido cloridrico para garantir as formas acidas de seus grupos
funcionais e em seguida a reducéo dos ions Ag®, provenientes de solugéo de nitrato
de prata, foi realizada em presenca de solugao protetora de coldide composta por
HEC e gelatina 1:1. Alguns parametros foram modificados durante a redugédo dos
ions Ag* a Ag®, como por exemplo, o tempo de adigdo da solucdo redutora de
hidroxilamina (Taq), @ solucdo utilizada para controle do pH (SpH) e condigbes do

repouso apos o controle do pH (Crep).
3.3.1.1. Ativacao das resinas comerciais por acidificagao

As resinas comerciais foram ativadas com HCI 2 % v/v por 24 horas para se
garantir a forma protonada dos grupos tiol e sulfénico presentes nas estruturas.
Cerca de 10 g de cada resina foram deixados em contato com 200 ml de solugéo
aquosa de acido cloridrico. Apds este tratamento, as resinas foram exaustivamente

lavadas com agua destilada e deionizada até o residuo apresentar pH préximo ao da
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agua. Em seguida, foram lavadas com 50 ml de acetona e secas em estufa a 60 °C
por 24 horas. Em nenhuma etapa, foi usada agitagdo magnética para se evitar a

quebra de pérolas.
3.3.1.2. Impregnacéo das resinas com Ag"

As resinas depois de ativadas foram tratadas com solu¢do aquosa de AgNO;
2 % pl/v acidificada com duas gotas de HNO; concentrado por 48 horas. Foram
pesados 10 g de cada resina, que posteriormente foram deixados em contato com
150 ml de solugcdo aquosa de nitrato de prata e foram vedadas e guardadas ao
abrigo de luz. As pérolas de resina impregnadas com AgNOs; foram filtradas e
lavadas com agua destilada e deionizada. A lavagem foi conduzida até teste
negativo com solugdo aquosa de NaCl a 1 % p/v no filtrado. Apéds a filtragéo e a

lavagem, procedeu-se a redugdo do ion Ag".
3.3.1.3. Reacdo de redugao dos ions Ag”

Para cada resina impregnada os procedimentos a seguir foram realizados:
Duas solugdes contendo 50 mL de agua destilada, 1,5 g de gelatina e 1,5 g de
hidroxi-etil-celulose (HEC) foram preparadas e deixadas sob agitagdo magnética por
24 h a 45 °C para que houvesse total solubilizagdo. Ambas as solugbes foram
deixadas em banho de gelo e em uma destas solugbes foram adicionados 3 g de
cloridrato de hidroxilamina e o pH foi mantido préximo de 12 gotejando-se solugéo
(Spr) de NaOH ou NH4OH 2 mol.L™", de acordo com a Tabela 2.

A solugdo redutora contendo hidroxilamina foi transferida para um funil de
adicao e a resina foi transferida para a solugao gelatina/HEC em banho de gelo. A
solugao redutora foi adicionada gota a gota a suspensao de resina. O tempo de
adicao (T,q) variou conforme Tabela 2. Apds a adigédo, a suspensao foi deixada em
repouso nas condigdes (Crep) apresentadas na Tabela 2.

As pérolas foram lavadas exaustivamente com agua destilada e deionizada a
60 °C em filtro a vacuo, lavadas com 50 mL de etanol e secas em estufa por 24 h.

Todos os compdsitos obtidos foram peneirados com auxilio de um agitador

eletro-magnético para eliminar vestigios de prata metalica ndo aderida ao suporte.
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Tabela 2: Condigbes de sintese dos copolimeros contendo nanoparticulas de prata.

Resina Tag SpH Crep

WET1 20min NaOH 10 min banho gelo+1 h Ty
WET2 20 min NH;OH 10 min banho gelo+1 h Ty
VPOC1 20min NaOH 10 min banho gelo+1 h Tamp
VPOC 2 20 min NH,OH 10 min banho gelo+1 h Tamp
GT731 20min NaOH 10 min banho gelo+1 h Ty
GT732 40 min NaOH 10 min banho gelo+1 h Ty
GT 733 40min NaOH 1h a 50 °C

GT734 20 min NH;OH 10 min banho gelo+1 h Ty

3.4. Caracterizagao dos materiais

Além das informacdes retiradas da literatura, as resinas comerciais foram
caracterizadas através de anadlises de area especifica, volume e didmetro médio do
poro (ASAP); microscopia otica (MO); microscopia eletrénica de varredura (MEV-
EDX); analise elementar (CHNS), grau de inchamento (Gl) e analise
termogravimétrica (TGA).

Os copolimeros sintetizados (WET 1, WET 2, VPOC 1, VPOC 2, GT73 1,
GT73 2, GT73 3 e GT73 4) foram caracterizados através de titulometria;
fluorescéncia de raios x por dispersédo de energia (EDFRX); area especifica, volume
e didmetro médio do poro (ASAP); microscopia 6tica (MO); microscopia eletronica de
varredura (MEV-EDX); analise elementar (CHNS), analise termogravimétrica (TGA)

e difratometria de raios X.

3.4.1. Porosidade e area superficial especifica (ASAP)

A area especifica (S), o diametro médio (D) e o volume dos poros (V) dos
copolimeros, antes e depois da impregnagcdo com prata, foram determinados por
fisissorcdo de nitrogénio através de Analisador Automatico de Adsorcéo Fisica

Micromeritcs, modelo ASAP 2010. A area especifica foi calculada de acordo com a
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equacio de BET pela adsor¢ao de N,, enquanto o didmetro médio e o volume de
poros foram calculados pela equacao de BJH pela dessorcao de Na.

3.4.2. Microscopia 6tica (MO)

Com o auxilio do microscopio o6tico, as pérolas dos copolimeros, antes e
depois da impregnagdo com prata, foram avaliadas quanto ao seu aspecto e
morfologia. As pérolas foram colocadas em laminas de vidro, sem tratamento prévio,

e examinadas através da lupa estereoscopica.

3.4.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A superficie externa e a estrutura interna dos copolimeros sintetizados foram
avaliadas através de microscopio eletrbnico de varredura (MEV). O material
analisado foi colocado em um suporte metalico com o auxilio de fita adesiva dupla
face e recoberto com fina camada de ouro. A voltagem de aceleracao foi de 20kV.O
MEV foi acoplado a um espectrémetro de dispersdo de energia de raios X (EDX).
Dois detectores foram utilizados: detector de elétrons secundarios (SE) e detector de

elétrons retroespalhados (BSE).

3.4.4. Analise elementar (CHNS)

Os copolimeros, antes e depois da impregnacado com prata, foram macerados
em gral de agata e secos em estufa a 60 °C por 48 h. Numa capsula de estanho,
foram pesados 10 mg de amostra e colocados em um tubo de combustdo onde flui

corrente de hélio.

3.4.5. Grau de inchamento (Gl)

Os copolimeros de partida foram analisados quanto ao seu grau de
inchamento para que a sua expansao em agua fosse avaliada. As resinas foram
empacotadas até o volume de 0,3 mL em seringas de 1 mL de capacidade, com

precisdo de 0,01 mL com o orificio selado. O leito da amostra foi nivelado com o
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auxilio do préprio émbolo. Foram adicionados 0,8 mL de agua destilada e deionizada
utilizando um pipetador pelas paredes da seringa. As bolhas de ar foram retiradas
com auxilio de um fio de metal. Apds 24 horas, o volume final foi verificado e o grau

de inchamento foi calculado através da Equacao 1. O ensaio foi feito em duplicata.
Gl =(Vi—=Vj) 100/ V; Equacéo 1
Onde:

Gl = grau de inchamento (%)
V; = volume do leito do copolimero seco (mL)

V¢ = volume do leito do copolimero em contato com a agua apés 24 h (mL)

3.4.6. Analise termogravimétrica (TGA)

Para verificar a estabilidade térmica os copolimeros sintetizados foram
submetidos a analise termogravimétrica. Uma pequena quantidade da amostra foi
colocada em um porta-amostra de alumina e aquecida a 700 °C, numa taxa de
aquecimento de 20 °C.min”', em atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL.min™".
Foram obtidas curvas de degradagdo termogravimétrica da perda de massa em
funcdo do aumento da temperatura. As amostras foram maceradas para que a

amostragem fosse mais homogénea e gerasse picos mais definidos.

3.4.7. Fluorescéncia de raios x por dispersido de energia (EDFRX)

Os copolimeros modificados foram analisados quanto ao teor de prata através
de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia. A analise consiste de um
detector semicondutor de Si(Li), resfriado com nitrogénio liquido e as condigdes de
medida no equipamento de EDFRX foram: 50 kV, 100 pA, tubo de raios X de rédio,

colimador com 10 mm de didmetro no detector.

3.4.8. Titulometria

O teor de prata foi também quantificado através da técnica de analise

titulométrica. Os seguintes procedimentos foram realizados:
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Preparo dos reagentes

e Solugdo aquosa de AgNO; (0,01 M): O padrdao de AgNOs; foi triturado e
seco em estufa a 150 °C por 2 horas. Apds o tempo em estufa, o padrao
de AgNO; foi transferido para um dessecador até alcancar a temperatura
ambiente e entdo, pesaram-se cerca de 0,85 g. A solugdo padrao foi
preparada dissolvendo-se o sal em agua destilada. Foram adicionados
0,5 mL de HNO; concentrado para evitar a hidrélise do ion Ag®. A solucéo
foi entdo transferida para baldao de 500 mL e avolumou-se com agua
destilada e, em seguida, guardada em frasco escuro e rotulada.

e Solucado aquosa de KSCN (0,01 M): Foram pesados 0,4 g do sal que foi
dissolvido em agua destilada em um baldo de 500 mL, avolumou-se com
agua destilada.

e Solugdo aquosa de HNOj (6 M): foram transferidos 208 mL de HNOj;

concentrado para baldo de 500 mL, avolumou-se com agua destilada.

Pesou-se 0,1 g de cada resina em um erlenmeyer, onde foram adicionados 20
mL de HNOj; concentrado. O erlenmeyer foi aquecido brandamente em capela,
colocando-se um funil na boca, aquecendo-se a ebulicdo até completa expulsdo dos
vapores nitrosos. Apos a digestdo da prata, a solugcédo foi filtrada em um funil
contendo pequena porcao de |4 de vidro, para que as resinas fossem retiradas da
solucdo. O funil contendo a resina foi lavando com mais 10 mL de HNO3
concentrado.

O filtrado foi transferido e avolumado em um baldo de 100 mL. Em seguida,
foram realizadas quatro titulacbes e a partir de duas titulagcbes concordantes,
calculou-se o volume médio gasto nas titulagdes. Titulou-se com solugdo de
tiocianato 0,01M, empregando solucédo saturada de sulfato de ferro Ill amoniacal
como indicador. O teor de prata encontrado em cada resina foi calculado através da

Equacao 2:
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% Ag = Vscn X Mscn X mepgx 100 Equacéao 2

P amostra x 25/100

Onde:

% Ag = Teor de prata das resinas (%)
Vscn = volume médio de tiocianato
Mscn = massa de tiocianato

meag = miliequivalente da prata

P amostra = peso da amostra

3.4.9. Difratometria de raios x

Os difratogramas de raios X foram obtidos utilizando-se um difratbmetro
Siemens Kristalloflex, com filtro de niquel e radiagdo CuKa., entre os angulos 2 (1 de
4 a 70°, tempo de contagem de 3 s e passo 0,03. As amostras foram colocadas

sobre um suporte de vidro.

3.5. Ensaio para confirmagao da pureza da cepa

Os ensaios listados a seguir foram conduzidos em triplicata de acordo com a
metodologia apresentada no Manual da Merck (1996). Os procedimentos foram
realizados em fluxo laminar para prevenir contaminacgdes.

Foram testadas as cepas de Escherichia coli: ATCC®25922™ e OHd5-k-12.

A positividade do Teste Indicativo de E.Coli foi verificada pela coloracdo das
coldénias desenvolvidas na placa. Para todos os demais testes, a positividade foi

observada pela producdo de gas no interior dos tubos de Durhan.
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e Teste Presuntivo
Meio de crescimento: Caldo Lauril Sulfato Triptose - LST
Procedimento: A cepa foi semeada com auxilio de uma alca de niquel cromo em um
tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose estéril e um tubo de
Durhan invertido e foi incubada a 37 °C durante 48 h.
Teste Confirmativo para Coliformes Totais
Meio de crescimento: Caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2 %
Procedimento: Uma algcada de cada tubo de Caldo LST positivo foi transferida para
um tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo verde brilhante lactose bile 2 % estéril

e um tubo de Durhan invertido e foi incubada a 37 °C durante 48 h.

e Teste Confirmativo para Coliformes Fecais
Meio de crescimento: Caldo EC
Procedimento: Uma algada de cada tubo de Caldo LST positivo foi transferida para
um tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo EC estéril e um tubo de Durhan
invertido e foi incubada a 45,5 °C durante 48 h.

e Teste Indicativo de E.Coli
Meio de cultura: Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) Levine
Procedimento: As culturas positivas em caldo EC foram repicadas com auxilio de
uma alga para as placas contendo Agar EMB em forma de estrias. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A presenca de E.coli é indicada pelo aparecimento de

colonias verde metalicas.

3.6. Escolha dos meios de cultura

O teste foi direcionado para a escolha do meio para enriquecimento e
crescimento bacteriano a ser utilizado durante o periodo dos ensaios de avaliagao
da atividade biocida dos compdsitos modificados. Foram testados os seguintes
meios: lauril sulfato triptose, caldo lactose e caldo verde brilhante lactose bile 2 %.

Em um tubo de ensaio contendo um tubo de Durhan invertido foram
adicionados 10 mL de cada meio. A cepa ATCC®25922™ foi semeada com auxilio

de uma alca de niquel cromo e incubada a 37 °C durante 24 h. A turbidez e a
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presenga de gas no interior do tubo de Durhan, indicativos do crescimento
bacteriano, foram verificadas 15 e 24 h apds a semeadura. Os ensaios foram feitos

em triplicata.

3.7. Avaliagao da atividade biocida

Antes de se realizar o ensaio bactericida, as resinas comerciais e as
respectivas resinas derivadas contendo prata foram submetidas a neutralizacdo que
se procedeu da seguinte maneira:

Cerca de 2 g de cada resina foram deixadas por 24 h em 100 mL de solugao
2 % plv de bicarbonato de sédio. Em seguida as pérolas foram lavadas
exaustivamente com agua destilada e deionizada até pH préximo ao da agua e
rinsadas com 40 mL de etanol. As resinas foram secas em estufa a 60 °C por 48 h.

As resinas de partida, neutralizadas e nao neutralizadas, tiveram o seu pH
medido com o auxilio de tiras indicadoras de pH. Cerca de 1 mL de agua destilada e
deionizada foram adicionadas a uma seringa de orificio fechado contendo resinas
até o nivel de 0,3 mL. A medi¢ao do pH foi realizada 2 minutos e 16 horas apds a
adicdo de agua as resinas.

Por medida de comparacgao, as resinas de partida também foram avaliadas
quanto a sua atividade biocida sem que se realizasse a neutralizagao preévia.

Os ensaios para avaliar a capacidade de redugao do numero de células
viaveis dos copolimeros foram realizados utilizando suspensédo de Escherichia coli
ATCC®25922™ nas concentragdes de 10° a 107 células/mL. Através da técnica de
contagem em placas, foi determinado o numero de células viaveis. Os ensaios foram
conduzidos em ftriplicata.

A seguir, estdo descritos as solu¢cdes e meios, bem como os materiais

necessarios para o desenvolvimento dos ensaios microbioldgicos:

e Solugao salina 0,9 %: 2,7g de NaCl foram dissolvidos em 300 mL de agua
destilada.

e Caldo Lauril Sulfato Triptose preparado conforme instrugbes da embalagem.

e Agar EMB Levine preparado conforme instrugdes da embalagem.

¢ Microtubos com solugao salina para diluigdo: em microtubos de 1,5 mL foram

adicionados 900 uL de salina com auxilio de um pipetador automatico.
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Tubos com solucdo salina para diluicdo das suspensdes bacterianas: cinco
tubos de polipropileno do tipo Falcon foram identificados com as
concentracdes de células/mL de 10° a 10”. Em seguida, foram preenchidos
com 9000 L de salina 0,9 %. Ao tubo identificado com a concentragéo de 10’
células/mL, foi adicionada uma aliquota a mais de 900 pyL de salina, com
volume final de 9900 pL.

Colunas contendo as amostras: seringas de 1 mL foram utilizadas como
colunas. Para suportar a amostra dentro da seringa, foi colocada,
previamente, pequena quantidade de |4 de vidro estéril dentro da mesma. O
conjunto de seringa e |a de vidro foi preenchido com a amostra até o volume
de 0,2 mL. O conjunto foi colocado em um tubo de ensaio de forma que a

seringa fosse suspensa pela sua base, conforme mostrado na Figura 12.

Figura 12: Tubo de ensaio contendo a coluna de eluigao.

Placas com Agar EMB Levine: Ao ser retirado da autoclave, o meio EMB
Levine foi vertido em placas de Petri. Apds a solidificagao do meio, as placas
foram invertidas e reservadas.

Meio de Cultura: em ambiente estéril, foram pipetados 100 yL de cultura pré-
preparada de Escherichia coli em 10 mL de Caldo LST em erlenmeyer de 50
mL. A mistura foi deixada sob agitacdo a 120 rpm a temperatura de 37 °C em
incubadora por uma noite, até a fase exponencial de crescimento de cerca de

1-2 x 10° células/mL.
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Os meios, solugdes e materiais listados acima foram autoclavados a 120 °C

por 20 minutos para o controle de esterilidade. Todo preparo do ensaio

microbiolégico foi realizado em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar).

A seguir serdo delineadas as etapas realizadas para avaliar a atividade

bactericida das amostras pelo método de contagem em placas:

Suspensado de bactérias: A partir de 100 uL da cultura de pernoite, com
concentracdo de aproximadamente 10° células/mL, foi preparada uma
suspensdo de células bacterianas com concentracdo de 10’ células/mL. Os
100 uL da cultura de pernoite foram adicionados a 9900 puL de salina a 0,9 %
e desta forma foi obtida a suspensdo com concentragdo de 10" células/mL.
Em seguida, a suspensdo foi agitada vigorosamente em um agitador de
tubos. Para o preparo da suspensdo com concentracdo de 10° células/mL, foi
transferida uma aliquota de 1000 uL do tubo contendo a suspensdo com
concentragdo de 107 células/mL para um tubo contendo 9000 uL de salina a
0,9 %. O mesmo procedimento foi realizado para preparar as suspensdes
com concentracdo de 10°, 10* e 10° células/mL. Estas suspensdes foram
utilizadas no ensaio de eluigao.

Ensaio de eluicdo: através da coluna contendo a amostra foram eluidas
aliquotas de 500 uL de solugao salina a 0,9 % e das suspensdes de células
com concentracdo de 10° a 107 células/mL. Inicialmente, foi eluida através da
coluna uma aliquota de 500 pL de solugéo salina para acondicionar a
amostra, a qual foi descartada. Em seguida, foram eluidas mais quatro
por¢des de 500 uL a qual foi recolhida em tubo de ensaio. Apos a eluigéo da
solugao salina, foi eluida através da mesma coluna uma aliquota de 500 pL
da suspensdo com concentragdo de 10° células/mL para o acondicionamento
da amostra. Esta aliquota foi descartada. Apds acondicionar a amostra foram
eluidas mais trés aliquotas de 500 uL e recolhidas em um tubo de ensaio. Foi
mantido um fluxo médio de 21 gotas de percolado por minuto. O mesmo
procedimento foi realizado para as suspensdes com concentragdes de 10* a

107 células/mL.
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Diluicdo das suspensodes eluidas, das suspensdes controle e inoculagéo: as
suspensdes eluidas e controle (antes da eluicdo através da coluna) com
concentracdes de 10* a 10’ células/mL foram diluidas. As diluicdes foram
feitas de 1:10. Uma aliquota de 100 pL das suspensdes iniciais foram
transferidas para microtubos com 900 uL de salina a 0,9 %. As diluigdes
foram repetidas até alcancar a concentracdo de 10° células/mL. Em seguida,
100 pL de cada diluigao foi inoculada em placas de Petri contendo agar EMB.
Para a solugéo salina foi aplicada na placa uma aliquota de 400 puL. Para
cada concentragao foram inoculadas trés placas para contagem.

Incubagao: as placas foram incubadas em posi¢ao invertida em estufa por 48
horas a 37 °C. Apds esse periodo as unidades formadoras de colénia (UFC)

foram contadas com o auxilio do contador de colénias ilustrado na Figura 13.

Figura 13: Contador de colbnias utilizado para contagem de UFC.
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3.8. Ensaio de estabilidade dos copolimeros

O ensaio de estabilidade foi conduzido a fim de verificar se ha
desprendimento de particulas de prata durante a eluigdo, verificando-se assim a
estabilidade dos compdsitos sintetizados. Os mesmos materiais e meios de cultura

empregados na avaliagao da atividade biocida foram utilizados neste ensaio.

e Foram utilizados para o ensaio 450 uL de solugéo salina estéril, a qual foi
eluida através da coluna contendo 0,2 mL da amostra de copolimeros. Em
seguida foram adicionados 50 uL de suspensdo com concentragdo de 104
células/mL. Apds 3 minutos de contato da suspensao bacteriana com o
eluido, foi retirada uma aliquota de 100 uL e plaqueada. Esse procedimento

foi feito repetido mais duas vezes.

A acédo bactericida dos copolimeros foi estimada pela reducdo do numero de
células viaveis através da Equacdo 3. Os resultados obtidos foram analisados
estatisticamente através do Teste t-Student e Analise de Varidncia (ANOVA)
(BEIGUELMAN, 2002).

Acao = [(UFC- UFCs)/ UFC{] x 100 Equacao 3

Onde:

Acao = Redugao do numero de células viaveis (%)

UFC; = unidades formadoras de colénias antes da eluicao através das pérolas de
copolimeros

UFC: = unidades formadoras de col6nias apds a eluicao através das pérolas de
copolimeros
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho de pesquisa que gerou esta dissertagdo pode ser dividido em
quatro principais partes. Para uma melhor disposi¢ao dos resultados e consequente

compreensao do leitor, este capitulo sera dividido da seguinte forma:

v" Modificagdo dos copolimeros comerciais;
v' Caracterizagcdo dos compdsitos e de suas matrizes poliméricas;
v' Escolha da cepa e meios de cultura;

v Avaliagdo da atividade biocida

4.1. Modificagao dos copolimeros comerciais

A utilizagcéo de polimeros baseados em estireno (STY) e divinilbenzeno (DVB)
foi em funcao da boa resisténcia fisica e mecanica, permitindo a sua estabilidade em
uma larga faixa de temperatura e pH. A adicdo de grupos polares aos copolimeros
baseados em STY-DVB confere uma maior interagcdo entre a fase polimérica e
aquosa. O aumento da hidrofilicidade do copolimero € desejado ja que aumenta a
difusdo no processo de adsorgao dos compostos, neste caso, a prata (Flores et al.,
2007).

Sendo assim, as resinas comerciais Amberlite®GT73, Lewatit® VPOC1800 e
Amberlyst® 15WET foram escolhidas como suporte para as nanoparticulas de prata.
Elas s&o resinas de troca ibnica baseadas em STY-DVB possuindo grupos polares
em sua estrutura e seletividade para determinados ions, entre eles Ag®. Com isso,
esperava-se que a prata tivesse grande interagdo com os grupos funcionais dos
suportes garantindo compdsitos estaveis ao final da sintese.

A escolha das resinas Amberlyst®15WET e Lewatit®VPOC1800 que possuem
caracteristicas bastante similares como o carater acido e o grupo funcional, foi
visando analisar a relagdo entre o tamanho do poro e a incorporagao da prata, ja

que ha uma substancial diferenca entre suas porosidades.
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Ja a porosidade da Amberlite®GT73 & similar a da Amberlyst®15WET, porém
seus grupos funcionais s&o distintos, permitindo analisar a influéncia deste
parametro na ancoragem da prata.

O protetor de coldide utilizado foi uma solucédo de HEC e gelatina. Esta
mistura € usada com sucesso como agente de suspensdo na sintese de
copolimeros (COUTINHO, CUNHA e GOMES, 2004). No caso especifico da sintese
de nanoparticulas, a HEC contribui aumentando a solubilidade da solugao protetora
ao comparar-se a solugdo composta unicamente por gelatina. A concentragcéo de
AgNOs utilizada como precursora foi baixa enquanto a da mistura gelatina e HEC foi
relativamente alta, considerando-se a possibilidade de ocorrer uma rapida reagao de
redugdo da prata, garantindo assim que uma maior quantidade de prata seria
adsorvida pelo protetor de coldide, evitando a coalescéncia das particulas (LU e
CHOU, 2008).

A Tabela 3 apresenta as principais caracteristicas dos trés copolimeros
utilizados como suporte para as nanoparticulas de prata. As informacdes foram
obtidas com base nas fichas de informacéo dos produtos disponibilizadas pelos

respectivos fabricantes.
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Tabela 3: Principais caracteristicas dos trés copolimeros utilizados como suporte

para as nanoparticulas de prata.

Copolimero

Principais caracteristicas

Amberlyst®15WET

-Resina catidnica, fortemente acida, sulfébnica de estrutura
macrorreticulada.

- Diametro médio dos poros: 300 A

- Capacidade retencao de agua: 52-57 %
-Densidade aparente: 0,770 g/cm®

- Capacidade de troca: 1,7 eq/L

Dimensao média: 0.35-1.18 mm

Lewatit®VPOC1800

- Resina catidnica, fortemente acida, sulfénica de estrutura tipo
gel.

- Didmetro médio dos poros: 20 a 30 A
- Capacidade retengao de agua: 47 %
- Densidade aparente: 0,820-0920 g/cm?®

- Capacidade de troca: 1,9 eq/L

Amberlite®GT73

- Resina catiénica, fracamente acida, contendo grupo tiol, de
estrutura macrorreticulada.

- Didmetro médio dos poros: 300 A

- Capacidade retencao de agua: 50-56 %
- Densidade aparente: 0,785 g/cm?®

- Capacidade de troca: 1,2 eq/L

- Dimensao média: 0.42 - 0.85 mm

A proposta inicial era sintetizar um copolimero contendo prata para cada

resina comercial, utilizando as mesmas condicdes de sintese e solugdo de NaOH

para controle do pH reacional. Contudo, apés a sintese foi observado que em todas

as resinas houve uma grande aglomeragdo de particulas de prata, formando

verdadeiras camadas ao redor das pérolas que se desprendiam facilmente. Chou e

Ren (2000) reportaram este comportamento da prata em seus experimentos e
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atribuiram este fato ao alto pH reacional. A obtengao de precipitado era proporcional
a concentracdo de OH’, indicando que a adicdo de NaOH catalisa a reagcdo de
reducao de ions metalicos porém gera precipitados maiores. Lee e colaboradores
(2004) concluiram que o aumento do pH leva a uma diminuigdo da propor¢ao de
nanoparticulas e um aumento da monodispersao.

A literatura mostra que o tamanho da particula de prata € inversamente
proporcional (FABREGA et al.) ao seu efeito biocida, além da estabilidade do
copolimero também ser uma caracteristica desejada no material obtido. Sendo
assim, outra rota foi empregada para ajustar os paradmetros utilizando-se NH,OH
para controle de pH. Por ser uma base fraca e por ser quimicamente similar a
hidroxilamina, agente redutor utilizado, esperavam-se obter particulas mais finas.

O uso de NH4OH no meio reacional produziu compdsitos na forma de pérolas
visivelmente mais dispersas e fixas ao suporte polimérico, o que indica a
possibilidade da ocorréncia da reacdo de reducdo a Ag® por rotas distintas. No caso
do NH4OH, ha indicios de que tenha havido a formacao de um complexo de prata,
esta técnica é conhecida como reagdo do espelho de prata (BUKREEVA et al.,
2008), pois macroscopicamente na reagao conduzida com NH4;OH houve o
aparecimento de pérolas metalicas.

Antipov e colaboradores (2002) implementaram pela primeira vez a sintese de
nanoparticulas metalicas diretamente na superficie de polieletrélitos pela redugao de
ions adsorvidos. Outros autores ja reportaram a utilizagdo desta técnica,
empregando em sua maioria, agucares como agentes redutores. Chen e
colaboradores (2005) prepararam nanoparticulas de prata suportadas em silica pela
reducdo por glicose. A formacdo do complexo confere um controle maior sob a
agregacdo das particulas de prata, durante a reducdo dos ions Ag® (Yin, et al.,
2002).

Na reacao do espelho de prata, geralmente o agente redutor é um aldeido e

pode ser simplificada pela rea¢do a seguir:

+ - -
RCHO +2[ Ag(NH3),] OH — RCOO NHj +3NH; +2 Agg) + H,0



66

Os reagentes empregados na sintese das nanoparticulas possibilitam a
ocorréncia das reagdes segundo as rotas apresentadas a seguir e podem ocorrer

simultaneamente.

AgOH —> Ag,0 —> Ag’

7

Ag"+NH; + OH

[Ag(NH3)| —=Ag"

O esquema apresentado € apenas uma representagao de possiveis rotas
reacionais para a reducao da prata e nao leva em consideracao a estequiometria da
reacao assim como os estados fisicos da matéria.

Usando NH4OH durante a reacdo de reducdo, foi possivel preparar
nanoparticulas de prata de menor tamanho e melhor distribuicdo do que a reagao
em que se utilizou apenas NaOH. A partir deste processo de sintese, € possivel que
a formacéo do intermediario [Ag(NH3).]" tenha favorecido a obtengdo de altas taxas
de particulas nanométricas bem distribuidas no suporte polimérico, conforme

ilustracao na Figura 14.

SO;H 509 [AgNHy )|
H30S—, SOsH Bg(NHzﬂ Sos— S0;3 E\g(NHz)]
—
H;05— SO;H -H' Bg(NHﬂ 803 Bg(NHzﬂ
SO3H 583 E’xg(NHz)]

Figura 14: llustracao da obtencao de nanoparticulas de prata através da formacéao

de complexo [Ag(NHas),]" suportadas em matriz polimérica contendo grupo sulfénico.

O maior tamanho das particulas de prata formadas no suporte polimérico na
presenca de NaOH é explicado pela forma em que ocorre a redugdo do Ag* em
presencga de Ag20. A cinética desta reacgéo foi estudada pela primeira vez por Lewis
que verificou a ocorréncia de uma autocatalise onde a formagéo de Ag,O pode agir
como nucleo que promove a reducdo do Ag" na superficie do Ag.O inicialmente

formado e assim, consecutivamente, formando aglomerados de prata metalica. Este
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processo pode ser representado na Figura 15. Uma das caracteristicas desta reagao
€ a de que a sua velocidade é aumentada pelo aumento da superficie de contato
entre o Ag” a ser reduzido e o Ag,O depositado, alcangando desta forma a sua
velocidade maxima de reagao que so6 decresce quando ha caréncia da fase reagente
(L’'VOV, 2009).

SO;H SOPAL®
Hy08— SOH A8 C08— SOS Ag®
—_—
H;05— so;H -H A@90s SOS A -
SOsH SO AL

Figura 15: llustragdo da obtencéo de nanoparticulas de prata em presenga de Ag,O

suportadas em matriz polimérica contendo grupo sulfénico.

Além da solugao utilizada para regular o pH reacional, foram utilizados
diferentes parametros como tempo de reducéo e repouso nas resinas derivadas da
Amberlite®GT73, gerando assim, quatro diferentes copolimeros provenientes deste
suporte. Na analise visual, ndo houve diferenga significativa destes parametros no
aspecto final das resinas.

As resinas originais e suas derivadas foram identificadas com os codigos

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Codigos das resinas e suas descrigbes

Cddigo da Resina Descrigao
15WET Amberlyst®15WET
15WET 1 Derivada da Amberlyst®15WET
15WET 2 Derivada da Amberlyst®15WET
VPOC Lewatit®VPOC1800
VPOC 1 Derivada da Lewatit®VPOC1800
VPOC 2 Derivada da Lewatit®VPOC1800
GT73 Amberlite®GT73
GT73 1 Derivada da Amberlite®GT73
GT732 Derivada da Amberlite®GT73
GT733 Derivada da Amberlite®GT73
GT734 Derivada da Amberlite®GT73

4.2. Caracterizagao dos compésitos e de suas matrizes poliméricas

Os resultados das caracterizacbes serao mostrados e discutidos nesta secao.

4.2 1. Determinacio do grau de porosidade por ASAP

A avaliagdo do grau de porosidade dos compositos foi realizada antes e
depois da adicdo da prata. Com base das medidas de area especifica, volume e
diametro de poros objetivou-se avaliar o grau de interferéncia que a ancoragem da
prata representa sobre estes parametros. A Tabela 5 apresenta os resultados

obtidos pelo analisador automatico de adsorgéao fisica (ASAP) para os copolimeros.
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Tabela 5 - Caracterizagao da porosidade dos compadsitos

Compésito S? (m%qg) VP (cm?/g) D° (A)
15WET 42,109 0,321 234,914
15WET 1 35,835 0,265 242,709
15WET 2 36,386 0,276 251,865
VPOC 3,798 0,002 21,559
VPOC 1 0,042 * *
VPOC 2 0,038 * *
GT73 48,394 0,108 119,92
GT73 1 22,629 0,073 131,534
GT73 2 18,628 0,088 190,278
GT733 18,198 0,091 197,013
GT73 4 16,517 0,091 261,797

a) Area superficial obtida pela equagédo de BET; b) Volume poros fixos obtido pela equagdo de BJH:;
c) Didmetro médio de poros obtido pela equacao de BJH.
*abaixo do limite de detecgao

Os baixos valores encontrados nas resinas VPOC, VPOC 1 e VPOC 2 sao
explicados por esta resina ser do tipo gel, sendo assim possui uma fase polimérica
continua quando se encontra no estado seco, enquanto as resinas macroporosas
possuem canais que interligam os poros em grande extensao da resina (TEIXEIRA,
COUTINHO e GOMES, 2001). Os valores de area superficial e volume de poros
diminuiram significantemente em todos os compdsitos sintetizados ao comparar-se
com sua respectiva matriz polimérica. Este comportamento pode ser atribuido a
presenca e aglomeracdo de particulas de prata dentro dos poros e canais,
resultando na diminuigdo de espacos livres e sua consequente nao-medigao (CAl,
ZHANG e ZHONG, 1998). Na verdade, o valor da area superficial dos compodsitos
sintetizados ndo representa a realidade, ja que existem particulas de prata de
dimensdes tdo diminutas no interior dos poros, que se encontram abaixo do limite de
deteccao do aparelho. Um dos fatores que determinam o tamanho das particulas de
prata formadas € o tamanho do poro, ja que este espaco representa uma barreira
fisica que impede a aglomeragao das particulas, servindo como templetes (moldes).

As resinas macroporosas apresentaram aumento do diametro do poro com a
adicdo da prata. Este fato pode ser explicado por uma possivel distensdo das

paredes do poro gerada pela presenga da particula em seu interior (GUO et al.,
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2003). No entanto, na resina tipo gel houve a tendéncia contraria, possivelmente
neste caso as particulas ndo foram capazes de alargar o poro da matriz polimérica e

a diminuicado do diametro do poro ocorre pelo seu preenchimento parcial.

4.2.2. Microscopia otica (MO)

A morfologia da superficie dos copolimeros foi avaliada através de um
microscopio otico. As Figuras 16, 17 e 18 mostram as microscopias das resinas
matrizes 15WET, GT73 e VPOC e seus respectivos copolimeros derivados.
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Figura 16: Microscopias o6ticas do copolimero 15WET e seus derivados contendo

prata.
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Figura 18: Microscopias oticas do copolimero GT73 e seus derivados contendo

prata.
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Através do microscoépio 6tico com aumentos de 31 e 98 vezes, foi possivel
avaliar a morfologia externa das resinas. Todas as resinas que tiveram adigdo de
prata mantiveram suas dimensdes similares aos seus copolimeros de partida, porém
foi possivel verificar uma diferenga de coloracdo na superficie polimérica que variou
de sutil a marcante.

As resinas derivadas da GT73 obtiveram depdésito de prata menos evidente. A
coloracédo da resina comercial, bege opaca, praticamente nao foi alterada nos
compositos GT73 1 e GT73 2. No entanto, a prata mostra-se evidente nos
compositos GT73 3 e GT73 4, sendo que no GT73 3, as pérolas mostraram uma
distribuicdo mais heterogénea variando de pérolas claras a pérolas acinzentadas. O
composito GT73 4 apresentou pérolas mais castanhas do que as demais resinas
derivadas de GT73 e com brilho notavelmente metalico e distribuicdo homogénea.

A resina 15WET, assim como a GT73, é de natureza macroporosa com
aspecto opaco. Os compésitos resultantes 15WET 1 e 15WET 2 apresentaram
diferenga marcante em suas coloracbées quando comparados a resina de partida,
pois as pérolas obtiveram coloracdo acinzentada com brilho metalico. Em ambas foi
possivel perceber a presenga da prata tanto na superficie, quanto em seu interior. A
15WET 1 formou placas metalicas na superficie, devido a aglomeragdo das
particulas.

O copolimero VPOC apresenta pérolas translucidas e brilhantes
caracteristicas de resinas do tipo gel. Contudo, com a adigdo da prata, as resinas
adquiriram aparéncia opaca de coloragdo castanha. A perda da transparéncia das
resinas pode ser atribuida as particulas de prata em seu interior que dificultam a
propagacéao da luz. A micrografia mostra o compdsito VPOC 1 com menor formagao
de particulas agregadas na superficie, porém a olho nu foi possivel observar uma
caracteristica peculiar na VPOC 1: a formagcao de um pd roxo completamente
desprendido da matriz polimérica. Essa coloragdo foi reportada em estudos
anteriores como sendo uma evidencia da sintese de nanoparticulas de prata
(ZHANG et al., 2003; CHAIRAM, POOLPERM e SOMSOOK, 2009; MATSUMOTO et
al, 2005).
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4.2.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises de microscopia eletrénica de varredura permitiram observar o

tamanho, formato e dispersdo das nanoparticulas formadas. O detector a ser

utiizado (BSE ou SE) foi determinado no momento da analise em funcao das

melhores imagens geradas por cada um. A composicao das nanoparticulas foi

obtida através da técnica de espectroscopia por dispersao de energia de raios X

(EDX) realizada durante os ensaios de MEV. As Figuras 19 a 26 mostram a

morfologia e distribuicdo das particulas nos compdsitos e seus respectivos graficos

de EDX.
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Figura 19: MEV-EDX da amostra WET 1, respectivamente: A) MEV com magnitude
1000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero;
D) EDX da superficie do copolimero.
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Figura 20: MEV-EDX da amostra WET 2, respectivamente: A) MEV com magnitude
1000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero;
D) EDX da superficie do copolimero.

Foi possivel verificar pelas Figuras 19 e 20 que houve formagao de particulas
de prata bem distribuidas na matriz polimérica 15WET. Os picos de EDX confirmam
a presenca da prata no sistema. A distribuigcdo das particulas formadas no compdsito
15WET 1 foram mais homogéneas, porém a sua aglomeragao ocorreu em maior
extensdo, gerando particulas maiores do que as formadas na 15WET 2. A reducao
do tamanho médio das particulas na 1SWET 2 foi em torno de 80 % em relacao as

particulas encontradas na 15WET 1.
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Figura 21: MEV-EDX da amostra VPOC 1, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da superficie do copolimero.
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Figura 22: MEV-EDX da amostra VPOC 2, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da superficie do copolimero.

Nas Figuras 21 e 22, foi possivel perceber que a formagao de nanoparticulas
foi significantemente diferente nos compésitos VPOC 1 e VPOC 2. Por outro lado, na
VPOC 1, houve formacao de particulas grandes com distribuigado aleatoria. A VPOC
2 apresentou particulas em torno de 100 % menores do que as formadas na VPOC
1 e bem distribuidas na matriz polimérica. Nao foi possivel gerar graficos de EDX do

interior dos compadsitos por se tratarem resinas do tipo gel.
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Figura 23: MEV-EDX da amostra GT73 1, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero;
D) EDX da superficie do copolimero.
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Figura 24: MEV-EDX da amostra GT73 2, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero;
D) EDX da superficie do copolimero.
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Figura 25: MEV-EDX da amostra GT73 3, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero;
D) EDX da superficie do copolimero.
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Figura 26: MEV-EDX da amostra GT73 4, respectivamente: A) MEV com magnitude
5000 X; B) MEV com magnitude 10000 X; C) EDX da parte interna do copolimero; D)
EDX da superficie do copolimero.

As Figuras 23 a 26 mostram a formacao de particulas nos 4 compdsitos
derivados da matriz GT 73 que foram confirmadas a partir dos graficos de EDX. A
micrografia do compésito GT73 1 ndo favoreceu a visualizagdo das particulas de
prata, ndo permitindo uma comparacado da sua morfologia com as demais resinas.
Foi possivel observar que houve uma curiosa diferenga que distinguiu a resina GT73
2 das demais: a formacao cristalina nado foi esférica sendo visivel a presenca de
cristais pontiagudos em forma de agulhas, o que ja foi reportado por Santa Maria e
colaboradores (2007) em condigbes de sintese similares. O compésito GT73 3
apresentou particulas bastante aglutinadas de grandes dimensbes e
heterogeneamente distribuidas. Contudo, as particulas formadas na GT73 4
apresentaram tamanho em torno de 100 % menores em relagédo a GT73 3 com

distribuicao homogénea.
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Em suma, as Figuras 19 a 26 mostram, além da morfologia e distribuicdo das
particulas nos compdsitos, os graficos de EDX com picos caracteristicos da
presenga da prata, confirmando que a impregnacédo foi efetiva em todos os
compositos. Nao houve diferengas significativas entre as quantidades de prata
encontrada na parte interna e na superficie dos copolimeros. O alcance dos ions Ag”
ao interior dos copolimeros foi facilitado pela sua porosidade e pela caracteristica
intrinseca aos trés copolimeros de partida: sua capacidade em trocar ions.

A analise de MEV indica que houve uma grande diferenca nas dimensodes das
particulas formadas variando de 50 a 2500 nm. Entretanto, é possivel perceber que
os compositos que tiveram a adicdo de NH4OH durante a sintese, obtiveram
particulas de 80 a 100 % menores do que os compositos que tiveram NaOH
adicionados. Como o protetor de coldide utilizado durante a reducdo da prata foi o
mesmo para todas as resinas, € possivel relacionar este fato ao maior controle da
sintese proporcionado pela geragao do complexo [Ag(NH3)2]JOH pelo NH4sOH. A
formacéo do intermediario possibilitou que uma maior quantidade de particulas de
prata fossem adsorvidas pelo protetor de coldide, evitando assim que houvesse
agregacao das particulas.

E possivel que a concentracdo da solugdo de AgNOs utilizada e o tempo em
que as resinas ficaram em suspensdo na etapa de impregnacdo dos ions Ag’
tenham colaborado para a aglomeragdo da prata promovendo uma saturacédo da
resina de partida pela prata ibnica que na etapa de reducédo formou prata metalica

coalescendo na proximidade entre elas.

4.2.4. Analise do formato das particulas

Os graficos obtidos por DRX estdo apresentados na Figura 27 e indicam

através dos picos, alguns constituintes dos compasitos.
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Figura 27: Graficos de DRX dos compdsitos contendo prata.
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Os picos de difragdo com 38,1; 44,3 e 64,4° que correspondem aos planos (1
11), (2 00), (2 20) indicam que a amostra pode ser relacionada a estrutura
cristalina cubica de face centrada da prata pertencente ao grupo espacial Fm3m
(LIU et al., 2005; LI, GU e ZHOU, 2009). A Tabela 6 exibe os padrées de picos de
DRX da prata e alguns oxidos.

Alguns autores afirmam que o formato o plano (1 1 1) é termodinamicamente
mais estavel quando em contato com determinadas moléculas, principalmente
contendo grupos tiol, 0 que pode ter acontecido entre a matriz polimérica GT73, que
contém grupo —SH e as nanoparticulas de prata formadas ja que os picos (1 1 1)
podem ser encontrados em trés dos quatro copolimeros provenientes deste suporte
(Jiang et al., 2007).

Os picos menos evidentes apresentados nos graficos de DRX provavelmente
pertencem a subprodutos da prata. Como é possivel verificar com a ajuda dos
graficos, a prata nao foi reduzida em sua totalidade, restando ainda 6xidos de prata
na superficie da matriz polimérica (Al-Kuhaili, 2007).

Os compdsitos que tiveram a reagao de redugao conduzida na presenca de
NaOH apresentaram picos caracteristicos da prata metalica pequenos ou ausentes,
enquanto todos os compdésitos obtidos na presenga de NH,OH tiveram picos bem

definidos caracteristicos do plano (1 1 1).
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Tabela 6: Padrao de picos de DRX da prata e seus Oxidos.

Pico (211) Plano Composto
26.67 (110) Ag.0
32.01 (200) AgO
32.28 -111) AgO
32.59 (-101) Ag>COs
32.79 (111) Ag.0
33.66 (-130) Ag>COs
34.22 (003) Ag.0
37.18 (111) AgO
38.12 (111) Ag
38.61 (101) Ag.0
44 .34 (200) Ag>0
46.23 (004) Ag.0
52.10 (113) Ag.0
59.68 (210) Ag.0

Fonte: JCPDS: Joint Committee on Powder Diffraction Standards

4.2.5. Determinacio da composicio dos copolimeros

Dois métodos foram empregados para quantificar o teor de prata contida nos
compdésitos. Primeiramente a titulometria foi empregada, porém esta metodologia foi
exaustiva, pois a digestdo das resinas ocorreu muito lentamente. Além disso, os
resultados obtidos pareceram nado estar em conformidade com o esperado ao
compara-los com outros estudos envolvendo este método (Souza, 2007).

Com o objetivo de obter uma quantificagdo mais acurada do teor de prata, a
analise por EDFRX foi procedida e os resultados de ambas as analises encontram-

se na Tabela 7.
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Tabela 7: Teor de prata obtido por titulometria e EDFRX dos compdésitos sintetizados

TEOR DE PRATA %

COMPOSITO EDFRX TITULOMETRIA"
WET 1 44.95 9,48
WET 2 23.10 3.77
VP 1 7.90 2,20
VP 2 9.63 5,34
GT 1 20.91 15,32
GT 2 29.65 22,44
GT3 38.12 25,02
GT4 14.51 11,30

*erro =0,2 %

Os dois métodos apresentaram diferencas consideraveis ao se compararem
os teores de prata de uma mesma resina. E provavel que este erro possa ter
acontecido no momento da digestdo da prata. A concentragdo de acido nitrico em
solugdo P.A. é em torno de 65 % e com isso, pode ndo ter havido a digestédo
completa da prata ancorada nos compdésitos. Sendo assim, a transferéncia dos ions
Ag® para a solucdo foi prejudicada. A maior diferenca entre os resultados
encontrados por EDFRX e titulometria das resinas fortemente trocadoras de ions
corrobora com esta possibilidade ja que neste caso pode ter havido uma intensa
estabilidade entre as resinas e os ions prata, devido ao grupo sulfénico contido
nestes copolimeros. A resina que contém grupo tiol apresentou resultados mais
compativeis entre os teores de prata encontrados por titulometria e EDFRX, o que
pode ser explicado pela afinidade que as resinas de troca ibnica fracamente acidas
possuem pelo ion H" sendo facilmente regeneradas por 4&cidos fortes
(ALEXANDRATOS, 2009).

Além do teor de prata, os copolimeros foram analisados por CHNS com o
objetivo de comparar a composigdo quimica antes e depois da troca ibnica. Os

resultados sao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Analise elementar das resinas antes e depois da impregnagao com prata

RESINA N (%) C (%) S (%) H (%)
15WET 0,43 44,55 13,02 6,34
WET 1 0,78 37,46 11,52 4,50
WET 2 4,64 36,48 11,51 4,66
VPOC 0,52 40,45 10,97 5,10
VP 1 0,92 39,30 13,36 4,51
VP 2 4,25 35,37 12,06 5,73
GT73 1,03 51,92 19,30 5,62
GT1 0,80 40,07 16,48 3,51
GT 2 1,22 38,36 13,99 3,40
GT3 1,18 38,14 13,90 3,48
GT4 2,73 40,07 14,78 3,90
Erro=0,5%

Os resultados mostram que houve uma leve tendéncia a diminuicdo da
quantidade dos elementos C, S e H em relacdo aos copolimeros comerciais, porém
a diferenca esta dentro da margem de erro do método. Todavia, o N apresentou
aumento significativo, principalmente ao comparar os compdsitos sintetizados na
presenca de NH4,OH, o que fortalece a hipétese da formacdo do complexo com a
amoénia. A permanéncia de N no composito indica que pode haver Ag™ néo reduzido,

permanecendo a prata inserida na matriz polimérica ainda na forma complexada.

4.2.6. Expansao das resinas em aqgua

As pérolas dos copolimeros de partida foram avaliadas quanto ao seu
comportamento de expansao através do calculo do grau de inchamento. A aplicagao
destes polimeros se da em suspensdes bacterianas em meio aquoso, sendo assim o
Gl foi determinado em agua destilada e deionizada. A intengao foi comparar estes
resultados com os obtidos pela analise de porosidade (ASAP). A Tabela 9 apresenta

os resultados do grau de inchamento em agua.
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Tabela 9: Grau de inchamento das resinas comerciais.

Resina Gl (%)

15SWET 34 %
VPOC 66,75%
GT73 0,67%

Os resultados da analise de Gl foram importantes, pois revelaram que as
resinas em questdo possuem capacidades de inchar em agua bem diferentes entre
si. O resultado obtido para o inchamento da resina VPOC ja era esperado por se
tratar de uma resina do tipo gel. Resinas do tipo gel normalmente sao levemente
reticuladas, contendo teores de DVB em torno de 0,5-8 % e dependem de um bom
solvente, capaz de inchar o polimero, permitindo o acesso a rede polimérica interna.
No estado inchado, estas resinas s&o macias e compressiveis. As resinas
macroporosas, em geral, possuem alto grau de reticulagao contendo teores de DVB
que podem chegar a 80 % e possuem uma rede complexa de poros permanentes e
por isso ndo necessitam de bons solventes para se alcancgar seu sistema de poros.
Estas resinas apresentam maior rigidez, mesmo em contato com solvente. Apesar
das resinas GT73 e 15WET serem ambas macrorreticuladas, elas apresentaram
diferentes graus de inchamento o que provavelmente ocorre pelo grau de reticulagéo
destas resinas. Sabendo-se que o DVB é o agente reticulante e que o grau de
reticulagcédo da resina é inversamente proporcional ao grau de inchamento, é possivel
prever que a porcentagem de DVB na resina GT73 € maior do que na resina 1SWET
e que por sua vez é maior do que na resina VPOC (HOWDLE, 2000; TEIXEIRA,
COUTINHO e GOMES, 2001).

4.2.7. Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica dos copolimeros foi realizada em atmosfera de
nitrogénio antes e depois da impregnag¢ao com prata. O Anexo 1 mostra os graficos
gerados por TGA e DTG. A Tabela 10 apresenta as caracteristicas térmicas dos

copolimeros sintetizados antes e depois da adicdo da prata.
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Tabela 10 — Caracteristicas térmicas dos copolimeros

COPOLIMERO  Tonse® (°C) TEOR DE RESIDUO (%)

15SWET 257 31,3
WET 1 310 46,2
WET 2 325 40,2
VPOC 463 57,1
VP 1 343 49,5
VP 2 344 39,2
GT73 332 45,5
GT 1 276 54,5
GT 2 397 59,4
GT 3 391 57,8
GT 4 384 50,5

a) Temperatura inicial de degradacéo

Os copolimeros derivados das resinas 15WET e GT73 apresentaram uma
tendéncia ao aumento da temperatura de degradacao evidenciando o aumento da
resisténcia térmica do material pela impregnagao da prata na matriz polimérica. O
teor de residuo destes compdsitos também aumentou, sendo este mais um indicio
da presenca de prata nestes materiais (SANTOS, 2009). No entanto, as resinas
derivadas do copolimero VPOC mostraram caracteristicas opostas. Mesmo com a
adicdo de prata houve um decréscimo na temperatura de degradacdo destes
copolimeros o que indica que a presenca de prata pode ter catalisado a
termodecomposi¢cao da resina, diminuindo o teor de residuo gerado como resultado
da menor produgdo de coque durante a decomposig¢ao térmica. Essa propriedade
catalitica observada em algumas nanoparticulas metalicas é reportada em estudos
envolvendo nanotubos de carbono (PUMERA, 2007). Purcar e colaboradores (2009)
verificaram a influéncia das nanoparticulas de prata na catalise de estireno e
concluiram que particulas menores geralmente sao responsaveis por altas
atividades cataliticas. Dessa forma, quanto menor o tamanho da nanoparticula maior
€ a tendéncia delas promoverem uma catalise.

A formacado de multiplos picos no grafico de TGA sugere que estes sejam

provenientes de ions Ag" ndo reduzidos, explicando assim a presenga de um
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namero maior de produtos como AgO e Ag,O oriundos da reagao incompleta de
reducao da prata (PURCAR et al., 2009).

4.3. Escolha da cepa e meios de cultura

Inicialmente, o objetivo era utilizar a metodologia empregada para ensaios
bactericidas em estudos anteriores (VALLE, 2009; SANTOS, 2009) onde a cepa
utilizada para os ensaios bactericidas era a Escherichia coli OHd5-k-12, pertencente
ao estoque do Laboratério de Tecnologia de Processos Bioquimicos da UERJ.
Porém, foi observado que o crescimento bacteriano estava prejudicado gerando
numero de UFC abaixo do intervalo de 25 a 250 unidades formadoras de colbnias,
faixa recomendada para o método de contagem em placas (SUTTON, 2006).

Sendo assim, uma nova cepa de Escherichia coli (ATCC®25922™) foi doada
pelo Laboratério de analises clinicas LAGO LAB e foram realizados testes com
ambas as estirpes de Escherichia coli para que fosse descartada a possibilidade de
contaminagdo da cepa a ser utilizada nos ensaios de atividade biocida da prata,
prejudicando assim a confiabilidade dos resultados.

Os testes foram baseados no principio de que a bactéria Escherichia coli é
um coliforme fecal, pertencente ao grupo coliforme. Segundo Silva (2001), o grupo
coliforme inclui bactérias na forma de bastonetes gram-negativos variando de 0.3-
1.0 a 1.0-6.0 ym, ndo formadores de esporos, anaerébios facultativos e capazes de
fermentar a lactose com produgdo de gas dentro de 24 a 48 h de incubagdo a
temperatura de 32-37 °C.

O grupo coliforme fecal compreende populacdo predominantemente
constituida por Escherichia coli, e a caracteristica principal que distingue os
coliformes fecais dos coliformes totais € a sua capacidade de fermentar a lactose
com producao de gas em 24h a 44,5-45,5 °C (SILVA, 2001).

Os principios bioquimicos que norteiam a sequencia de testes realizados sao

descritos a seguir:
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e Teste Presuntivo
Meio de crescimento: Caldo Lauril Sulfato Triptose - LST
Principio Bioquimico: O meio contém lactose como fonte de carbono que é
rapidamente fermentada pelas bactérias do grupo coliforme. Este processo é
evidenciado pela formagdo de gas no tubo de Durhan. O lauril sulfato ainda
apresenta acao seletiva, inibindo o crescimento de microorganismos indesejaveis.

e Teste Confirmativo para Coliformes Totais
Meio de crescimento: Caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2 %
Principio Bioquimico: O meio contém bile e verde brilhante que s&o inibidores de
microflora acompanhante, principalmente de bactérias gram-positivas. O caldo ainda
contém lactose como fonte de carbono, permitindo a sua fermentagdo com producéao
de gas.

e Teste Confirmativo para Coliformes Fecais
Meio de crescimento: Caldo EC
Principio Bioquimico: O caldo contém sais biliares que inibem o crescimento de
bactérias gram-positivas e de microbiota ndo adaptada ao ambiente intestinal. A
lactose favorece a fermentagdo e formacgdo de gas pelos coliformes. Apesar da
composi¢cao do caldo favorecer os coliformes totais, apenas os fecais sobrevivem a
temperaturas maiores que 44,5 °C.

e Teste Indicativo de E.Coli
Meio de cultura: Agar Eosin Methylene Blue (EMB) Levine
Principio Bioquimico: EMB Levine é um meio de cultura diferencial e seletivo para
plagueamento que permite detectar e isolar coliformes. A eosina e o azul de
metileno n&o favorecem o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas
fastidiosas e ainda, permitem diferenciar as bactérias fermentadores e nao
fermentadoras de lactose. Fermentadores fortes como a E.Coli produzem colbnias
pretas com brilho verde metalico, fermentadores fracos produzem col6nias roxas e
nao fermentadores de lactose produzem colbnias transparentes.

Os resultados dos testes sdo demonstrados na Figura 28.
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Figura 28: Esquema de resultados para confirmagao da pureza das cepas.

Apobs os resultados dos ensaios foi possivel concluir que a cepa OHd5-k-12
se tratava de bactéria ndo fermentadora de lactose, pois nao houve producao de gas
em nenhum dos testes e houve crescimento de col6nias transparentes no teste
indicativo de E.coli.

A Figura 29 mostra as duas estirpes de E.coli apds incubagao em Caldo Lauril
Sulfato Triptose. A formagao de bolhas no interior do tubo de Durhan pela cepa
ATCC®25922™ pode ser verificada.

A Figura 30 demonstra o crescimento bacteriano apés plaqueamento em agar
EMB Levine.
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Figura 29: Formagcao de bolhas e turbidez acentuada pela ATCC®25922™ (A),
turbidez leve e nao formagéao de bolhas pela OHd5-k-12 (B).

-

Figura 30: Formagao de colbnias transparentes pela OHd5-k-12 (A), formagao de

coldnias pretas com brilho metalico pela ATCC®25922™ (B).

Uma das hipdteses é uma possivel contaminagcdo da cepa por uma bactéria
nao fermentadora de lactose que se perpetuou através de repiques sucessivos e se
sobrepbs a espécie bacteriana original. No entanto, a hipétese mais provavel é que
tenha havido uma mutagdo nos genes LAC da Escherichia coli OHd5-k-12 que
passou de LAC" (fermentadora de lactose) a LAC™ (ndo fermentadora de lactose).
Este tipo de mutacdo pode ocorrer espontaneamente ou por inducéo fisica ou
quimica (COOK e LEDERBERG, 1962; ATWOOD, SCHNEIDER e RYAN, 1951).

A cepa ATCC®25922™ apresentou resultados positivos para todos os testes,

demonstrando caracteristicas de bactérias do tipo E.coli. Sendo assim, esta
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linhagem foi escolhida para ser empregada na avaliagdo da atividade biocida dos
compositos contendo prata.

O ensaio para a escolha do meio de cultura a ser utilizado foi realizado a fim
de se escolher um meio para enriquecimento e crescimento bacteriano que
desfavorega uma possivel contaminagao da cepa original de Escherichia coli e sua
consequente perpetuacao, assim como favorecer o crescimento, a deteccao direta e
a contagem de colbnias. Os resultados de crescimento bacteriano foram analisados
qualitativamente ja que foram baseados na formacao de bolhas no interior do tubo
de Durhan e na turbidez da solugdo bacteriana. Através da analise visual do
crescimento bacteriano foi possivel perceber que todos os meios empregados no
teste foram eficazes e proporcionaram um crescimento bacteriano favoravel, porém
os parametros de turbidez e formacdo de bolhas permitiram que a extensdo do
crescimento bacteriano fosse resumida da seguinte forma: Caldo Lauril Sulfato
Triptose > Caldo Lactose > Caldo Verde Brilhante Lactose Bile

Sendo assim, o caldo lauril sulfato triptose foi escolhido para o emprego nos
testes biocidas ja que além de ter apresentado crescimento bacteriano em maior
extensdo do que os demais meios testados, ele contém o lauril sulfato de sddio que
inibe o crescimento de flora acompanhante e a lactose que estimula o crescimento
da E.Coli.

Nao foram necessarios testes para a escolha do meio soélido para
plagueamento. O meio EMB Levine foi utilizado, pois apresentou resultados
satisfatérios no Teste Indicativo de E. coli, além de facilitar a visualizagdo em caso

de contaminacao ou mutagdes durante o periodo de manejo da cepa.

4.4. Avaliacao da atividade biocida

As resinas comerciais e as respectivas resinas derivadas contendo prata
foram submetidas a neutralizacdo dos seus grupos acidos para que os resultados
bacterioldgicos nao tivessem interferéncia do pH. Para se avaliar em que extensao o
pH influencia na atividade biocida, as resinas comerciais foram avaliadas também
sem a neutralizagdo dos seus grupos acidos. Todas as resinas de partida,
neutralizadas ou nao, tiveram o seu pH medido em agua destilada e deionizada

conforme mostra a Tabela 11.
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Sendo assim, trés grupos de resinas foram avaliados quanto a sua atividade
bactericida contra Escherichia coli ATCC®25922™: Resinas de partida, resinas de
partida neutralizadas e compésitos contendo nanoparticulas de prata.

A avaliacao da atividade biocida foi realizada através do ensaio de eluicdo em
coluna contendo pérolas de resina por onde foi percolada uma suspensido de
concentragdo conhecida de E.coli. Foi mantido um fluxo médio de 21 gotas de
percolado por minuto para que fosse garantida uma suficiente interagdo entre a
solucdo bacteriana e as pérolas. Apdés o tempo de incubacido das placas, foi
realizada a contagem das células viaveis. Além da porcentagem de atividade
bactericida para cada concentracdo de bactérias, as Tabelas 12 a 14 também
mostram o potencial bactericida médio das resinas, calculado a partir da média
aritmética de todas as concentracdes e o resultado do ensaio de estabilidade dos

copolimeros.

Tabela 11: pH das solugcbes contendo as resinas de partida antes e depois da
neutralizacao.

Resinas pH apds 2 min pH apds 16 h
15WET 3
15WET neutralizada
GT73
GT73 neutralizada
VPOC
VPOC neutralizada

ajoajoa|wl o w
g w O,

pH da agua destilada e deionizada adicionada as resinas =5

Nao houve diferenca no pH encontrado em 2 minutos e apds 16 horas. O pH
das solucdes contendo as resinas macroreticuladas 15WET e GT73 foi aumentado
apo6s a neutralizagédo de seus grupos acidos. Apesar da resina VPOC, assim como a
15WET, ser fortemente acida, pois contém grupos sulfénicos, seu pH foi igual ao da
agua mesmo antes do tratamento com bicarbonato de sédio. Este fato pode ser
atribuido ao seu cation trocador Na®, diferentemente das demais resinas que
possuem H*. Todas as resinas neutralizadas apresentaram pH = 5, condicdo ideal

para que o ensaio bactericida fosse realizado.



Tabela 12: Agao bactericida dos copolimeros de partida ndo neutralizados.

Atividade bactericida® (%)

([C’Z,'I‘;‘;’:]:) 1SWET VPOC GT73
10° 100 0 100
107 100 14 100
10° 100 20
10° 100 0 2
10’ 100 0 10
Média 100 2,8 60,4
Teste Estabilidade® Redugéo (%) 100 0 94

Desvio padrao relativo = 5 % UFC; Ag&o bactericida significativa > 14 %; a) concentragdo da suspenséo de
E.coli; b) média de triplicatas; c) concentragdo inicial da suspenséo de E.coli = 2x10° células/mL.
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Os resultados encontrados para a atividade bactericida das resinas de partida

corroboram as medi¢des de pH, pois somente as resinas que contém H* como ion

trocador apresentaram atividade biocida consideravel, indicando que o pH do meio

foi responsavel pela eficiéncia antimicrobiana.

Tabela 13: Agao bactericida dos copolimeros de partida neutralizados.

Atividade bactericida® (%)

[E.coli®
(cél/ mL)

1SWET VPOC GT73

10°

0

0

10*

10°

10°

10’

Média

0
0
0
0
0

ol O ol o] o] ©

0
0
0
0
0

Teste Estabilidade® Redugao (%)

Desvio padrao relativo = 5 % UFC; Agao bactericida significativa > 14 %; a) concentragédo da suspenséao de
E.coli; b) média de triplicatas; c) concentracao inicial da suspenséo de E.coli = 2x10° células/mL.

0

0

0
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Os copolimeros de partida ndo apresentaram atividade bactericida apds a
neutralizagdo de seus grupos acidos o que sugere que toda a atividade bactericida

verificada pelo baixo pH do meio foi anulada.

Tabela 14: Acdo bactericida dos compdsitos contendo nanoparticulas de prata

neutralizados contra suspensao de E.coli.

Atividade bactericida® (%)

([C’f;:l‘/’?g]:) 15WET1 15WET2 VPOC1 VPOC2 GT731 GT732 GT733 GT734
10° 100 100 100 100 9 100 100 100
10° 100 100 100 100 12 100 100 100
10° 100 100 38 100 19 100 84 100
10° 99 100 17 100 26 100 62 99
107 55 64 16 100 0 98 0 32
Média 90,8 928 542 100 306 996 692 862
Teste

Esézziﬂgggec 0 5 52 1 12 17 1
(%)

Desvio padrao relativo = 5 % UFC; Agéo bactericida significativa > 14 %; a) concentragdo da suspenséao de
E.coli; b) média de triplicatas; c) concentragao inicial da suspenséao de E.coli = 2x10° células/mL.

O tratamento de todas as resinas contendo nanoparticulas de prata com
bicarbonato de sddio confirma que os resultados da atividade biocida das resinas
modificadas se deve apenas a interagao da prata com a bactéria, sem a interferéncia
do pH do meio.

As atividades bactericidas de todos os compdsitos contendo prata foram
significativas indicando que a prata foi eficaz como agente antimicrobiano. De uma
forma geral, a atividade biocida decai conforme a concentragcdo de bactérias
aumenta. Fato que se deve a saturagdo do copolimero, j4 que ndo ha troca de
coluna para uma mesma resina. Isto significa que apds a eluicdo da concentragéo
107 células/mL de E.coli, mais de 10" células passam pela coluna e podem formar
um biofilme ao redor das pérolas que prejudica a interagdo da prata com novas

bactérias.
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As resinas que tiveram o pH da reacao controlados por NH,OH durante a sua
sintese apresentaram agao bactericida mais eficiente em relagdo as que tiveram a
reacdo controlada por NaOH, pois como demonstrado anteriormente, o NH,OH
proporcionou particulas de prata substancialmente menores. Contudo, o copolimero
GT73 2 foi uma excecgao, ja que sua atividade biocida foi maior do que a GT73 4.
Provavelmente este comportamento se deve ao formato dos cristais de prata
formados em forma de agulha. Apesar das particulas formadas em GT73 2 ndo
terem dimensdes tdo diminutas como as formadas em GT73 4, o formato agulha
pode ser aerodinamicamente mais destrutivel a membrana bacteriana e
consequentemente mais penetravel na célula. Particula com diferentes

aerodinamicas séo representadas na Figura 31.

: | :
( E coli ) ( }—=

5 U U 5 A E.coli (

Figura 31: Representagéo do contato entre particulas de diferentes formatos com a

E.coli: esféricas e cilindricas (A); formato agulha (B).

O alto teor de prata metalica e pouca quantidade de subprodutos constatados
pelo DRX tiveram grande influéncia no efeito biocida, ja que os compdsitos que
geraram picos bem definidos na regido caracteristica de Ag® apresentaram maiores
atividades biocidas.

Dentre todos os compdsitos obtidos, o VPOC 2, derivado de resina sulfénica
tipo gel e reagao controlada por NH4,OH ofereceu a maior eficacia contra E.coli. Este
resultado pode ser explicado pelo alto teor de prata metalica comparado aos demais
oxidos presentes no copolimero e pela alta superficie de contato das particulas de
prata ja que esta resina foi a que ofereceu particulas de menores dimensdes. O fato
da resina de partida ser do tipo gel poder ter contribuido para a formacao de
particulas menores, pois 0 tamanho de poro reduzido em relagdo as resinas
macroporosas colaboram servindo de templetes e evitando assim, a coalescéncia
das particulas. Ainda assim, o tamanho dos poros n&o foi decisivo para a geragao de
particulas pequenas ja que a VPOC 1 apresentou particulas em torno de 100 %

maiores. A aglomeragao de prata neste caso de deve a autocatalise favorecida pelo
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NaOH na superficie da resina, dificultando a entrada de particulas em seus poros
internos. A Figura 32 evidencia a aglomeracéo de prata na superficie do copolimero
VPOC 1.

Figura 32: MEV do copolimero VPOC 1 com aumento de 120 X.

Apesar do VPOC 2 apresentar a melhor atividade biocida, este foi o
composito menos estavel. A combinagao de formacao de particulas de dimensdes
minimas com resina tipo gel levou a um copolimero cuja maleabilidade no estado
inchado favoreceu a dispersédo de algumas particulas que se encontravam nos poros
da resina. Sendo assim, quando houve a eluicdo da solugao de E.coli pela coluna, a
resina inchou, abrindo portas de saida para as particulas.

As amostras com altos teores de prata contidos em sua estrutura n&o
apresentaram melhor atividade bactericida. Pelo contrario, a tendéncia foi de haver

maior acao biocida nos copolimeros que apresentaram menores teores de prata.
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5. CONCLUSOES

e Os parametros empregados para a modificagdo dos polimeros comerciais
foram eficientes para a impregnagéao da prata.

e A utilizacdo do NH4OH durante a reacao de reducao levou a producido de
particulas de 80 a 100 % menores e com melhor distribuicdo no suporte
polimérico do que a reagao que teve NaOH adicionado.

e Os compoésitos obtidos pela reacdo conduzida na presenca de NaOH
apresentaram maiores quantidades de subprodutos da prata ndo reduzida do
que aqueles que tiveram a adi¢gao do NH,OH.

e As nanoparticulas de prata obtidas na matriz VPOC apresentaram
comportamento catalitico na termodecomposi¢cao do compdsito em relagao a
resina comercial.

e Todos os compdsitos contendo prata obtiveram agéo bactericida significativa.

e A acao bactericida pdde ser atribuida somente a prata, pois a neutralizagao
dos grupos acidos dos copolimeros eliminou a possibilidade da agao biocida
ter interferéncia do pH.

e A capacidade biocida foi proporcional ao tamanho das particulas de prata e
sua distribuicao no suporte polimérico.

e O teor de prata total contido nos copolimeros nao influenciou a atividade

biocida, porém a presenca de prata metalica foi decisiva para a sua eficacia.
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6. SUGESTOES

o Estabelecer uma metodologia para a regeneracéo e verificar a vida util dos
copolimeros.

e Realizar os ensaios microbiolégicos com bactérias variadas, inclusive gram-
positivas.

e Realizar microscopia eletrénica de transmissdo das bactérias antes e depois
da eluicdo para estudo da interacao entre a bactéria e a prata.

e Estudar o DNA bacteriano a fim de identificar possiveis mutacdes
ocasionadas pela prata.

e Verificar metodologias que favoregam a formagdo da prata em forma de
agulha e comparar a capacidade biocida desta com particulas esféricas e
cilindricas.

e Realizar os ensaios biocidas em grande escala com colunas de tamanhos

industriais e aguas de rejeito hospitalar.



103

7. REFERENCIAS

AARESTRUP, F.M.; KRUSE, H.; TAST, E.; HAMMERUM, A.M; JENSEN, L.B.
Associations between the use of antimicrobial agents for growth promotion and the
occurrence of resistance among Enterococcus faecium from broilers and pigs in
Denmark, Finland, and Norway. Microbial Drug Resistance, n. 6, p. 63—70, 2000.

AHMAD, Z.; PANDEY, R.; SHARMA, S.; KHULLER, G.K.. Alginate nanoparticles as
antituberculosis drug carriers: formulation development, pharmacokinetics and
therapeutic potential. Indian Journal of Chest Diseases and Allied Sciences, v.
48, p. 171-176, 2005.

ALANIS, A.J. Resistance to Antibiotics: Are We in the Post-Antibiotic Era? Archives
of Medical Research, v. 36, p. 697-705, 2005.

ALBUSCHIES, J.; BAUS, M.; WINKLER, O.; HADAM, B.; SPANGENBERG, B.;
KURZ, H. High-density silicon nanowire growth from self-assembled Au
nanoparticles. Microelectronic Engineering, v. 83, p.1530-1533, 2006.

ALEXANDRATOS, S.D. lon-exchange resins: a retrospective. Industrial and
Engineering Chemistry Research, v. 48, p. 388-398, 2009.

AL-KUHAILI, M. F. Characterization of thin films produced by the thermal evaporation
of silver oxide. Journal of Physics D: Applied Physics, v. 40, p. 2847-2853, 2007.

ALYA HEALTH. Fibra inteligente com acao antimicrobiana. M&G, Ano XI, n. 37,
2005.

ANTIPOV, A. A.; SUKHORUKOV, G.B.; FEDUTIK, Y. A.; HARTMANN, J.; GIERSIG,
M.; MOHWALD, H. Fabrication of a novel type of metallized colloids and hollow
capsules. Langmuir, v.18, p.6687-6693, 2002.

ATKINS, P; PAULA, J. Fisico-Quimica, 72 ed. Rio de Janeiro: Livros Técnicos e
Cientificos, 2000.

ATWOOD, K.C.; SCHNEIDER, L.K.; RYAN, F.J. Periodic selection in Escherichia
coli. Genetics: Atwood, Schneider and Ryan, Department of Zoology, Columbia
University, 1951.

AYALA-NUNEZ, N.V.; VILLEGAS, H.L.; TURRENT, L.C.I.T.; PADILLA, C.R. Silver
Nanoparticles Toxicity and Bactericidal Effect Against Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus: Nanoscale Does Matter. Journal of Nanobiotechnology, p.
1551-1286, 2009.

AZEVEDO M. G.; SKURY A. L. D.; BORGES C. P.; SENA M. E. R. Estudo da
insercao de grupos idnicos em polimeros termorresistentes através de planejamento
de experimentos. Scielo Matéria (Rio de Janeiro) v.11 n. 4, 2006.


http://www.jnanobiotechnology.com/

104

BASTOS, M.G.A. Polimeros Termorresistentes Modificados com a insergéo de
Grupos Iénicos para o Preparo de Membranas Seletivas de lons, Tese de D.Sc.,
COPPE/UFRJ, RJ, Brasil, 2005.

BECKER, C.M.; FORTE, M.M.C.; AMICO, S.C.; VARGAS, J.V.C. Sintese e
caracterizagao de precursores sulfonados para membranas poliméricas a base de
polimeros estirénicos, 17° CBECIMat — Congresso Brasileiro de Engenharia e
Ciéncias dos Materiais, Foz do Iguagu, PR, Brasil, 2006.

BEIGUELMAN, B. A. Curso Pratico de Bioestatistica, 52 Ed, Ribeirdo preto:
FUNPEC, 2002.

BENN, T.M.; WESTERHOFF, P. Nanoparticle silver released into water from
commercially available sock fabrics. Environmental Science & Technology, v. 42,
n. 11, p. 4133-4139, 2008.

BILA, D.M.; DEZOTTI, M. Farmacos no Meio Ambiente. Quimica. Nova, v. 26, n. 4,
p. 523-530, 2003.

BONIFACIO, L.S. Processos de agregacao e fusdo de nanoparticulas de ouro: Uma
abordagem quimica, Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, 2006.

BORSCHIVER, S.; ANTUNES A.; WONGTSCHOWKI, P. O impacto das resinas na
economina: principais indicadores econémicos. Polimeros Ciéncia e Tecnologia,
v.12, n.1, p. 28-33, 2002.

BRAR, S.K.; VERMA, M.; TYAGI, R.D.; SURAMPALLI, R.Y. Engineered
nanoparticles in wastewater and wastewater sludge — Evidence and impacts. Waste
Management, 2009 (in press).

BUKREEVA, T. V.; PARAKHONSKIY, B. V.; MARCHENKO, I. V.; KHLEBTSOV, B.
N.; KHLEBTSOV, N. G.; DEMENTIEVA, O. V.; SAVVATEEV, M. N., FEIGIN, L. A;
KOVALCHUK, M. V. Polyelectrolyte microcapsules with a shell containing silver and
gold nanoparticles, based on calcium carbonate and polystyrene. Nanotechnologies
in Russia, v. 3, n.1-2, p. 85-93, 2008.

CAl, W.; ZHANG, L.; ZHONG, H.; HE, G. Annealing of mesoporous silica loaded
with silver nanoparticles within its pores from isothermal sorption. Academia Sinica,
v.13, n.10, p. 2888-2895, 1998.

CALDERONI, S. Os Bilhoes Perdidos no Lixo. 4% ed. S&o Paulo: Humanitas, p.
223-248, 2003.

CHAIRAM, S.; POOLPERM, C.; SOMSOOK, E. Starch vermicelli template-assisted
synthesis of size/shape-controlled nanoparticles. Carbohydrate Polymers, v.75, p.
694—704, 2009.

CHAWLA, K. K. Composite Materials Science and Engineering, N. J. Grant (eds.),
N.Y: Springer-Verlag, 1987.


http://pubs.acs.org/journal/esthag

105

CHEN, Z.; CHEN, X.; ZHENG, L.; GANG, T.; CUI, T.; ZHANG, K.; YANG, B. A
simple and controlled method of preparing uniform Ag midnanoparticles on Tollens-

soaked silica spheres. Journal of Colloid and Interface Science, v.285, p.146-151,
2005.

CHOI, O.; DENG, K.K.; KIM, N.; JR, L.R.; SURAMPALLI, R.Y.; HU, Z. The inhibitory
effects of silver nanoparticles, silver ions and silver chloride colloids on microbial
growth. Water Research, v. 42, p. 3066 — 3074, 2008.

CHOU, K.S.; REN, C.Y. Synthesis of nanosized silver particles by chemical reduction
method. Materials Chemistry and Physics, v.64, p.241-246, 2000.

CLM - COUNCIL OF LOGISTICS MANAGEMENT. Reuse and Recycling Reverse
Logistics Opportunities. lllinois: Council of Logistics Management, 1993.

COOK, A.; LEDERBERG, J. Recombination studies of lactose nonfermentin mutants
of Escherichia coli K-12. Reimpressao de Genetics, v. 47, n. 10, 1962.

COSTA, H.; DANIEL, L. Estudo do comportamento do ozénio na desinfecgéo de
aguas residuarias domiciliares. Relatério Final PROSAB Edital 3 — Tema 2 —
Desinfeccao de Efluentes Sanitarios, remogao de patdégenos e Substancias Nocivas
— Vitéria, ES, Dezembro de 2002.

COURTNEY, T.H. Mechanical Behavior of Material. N.Y: McGraw-Hill Series on
Materials Science and Engineering, 1990.

COUTINHO, F.M.B.; CUNHA, L.; GOMES, A.S. Suportes Poliméricos para
catalisadores sulfonicos: sintese e caracterizagao. Polimeros: Ciéncia e
Tecnologia, v. 14, n.1, 2004.

COUTO, G.G. Nanoparticulas de niquel: sintese, caracterizacéo, propriedades e
estudo de sua utilizagdo como catalisadores na obten¢cédo de nanotubos de carbono.
Dissertacéo de Mestrado - Departamento de Quimica — Universidade Federal do
Parana, UFPR, Parana, 2006.

CULLITY, B. D.; GRAHAM, C.D. Introduction to magnetic materials. 2 "ed.
Massachutes: Addison-Wesley, 1972.

CUMSTON, C.G. History of Medicine. The British Medical Journal, v. 1, n. 3512, p.
734-735, 1928.

DASGUPTA, M.K. Silver-coated catheters in peritoneal dialysis. Peritoneal Dialysis
International, v. 17, n. 2, p.142-145, 1997.

DAVIDHIZAR, R.; DUNN, C.L.; HART, A.N. A review of the literature on how
important water is to the world's elderly population. International Nursing Review,
v.51, 159-166, 2004.


http://www.pdiconnect.com/
http://www.pdiconnect.com/

106

DAVIES, R.L.; ETRIS, S.F. The development and functions of silver in water
purification and disease control. Catalysis Today, v. 36, n.1, p. 107-114, 1997.

DRESSELHAUS, M. S.; DRESSELHAUS, G.; AVOURIS, P.; Carbon Nanotubes:
Synthesis, Structure, Properties, and Applications Topics in Applied Physics, v. 80,
New York: Springer-Verlag, 2001.:

DRESSELHAUS, M.S.; DRESSELHAUS, G.; EKLUND, P. C. Science of Fullerenes
and Carbon Nanotubes, N.Y: Academic Press, 1996.

DROR-EHRE, A.; MAMANE, H.; BELENKOVA, T.; MARKOVICH, G.; ADIN, A. Silver
nanoparticle—E. coli colloidal interaction in water and effect on E. coli survival.
Journal of Colloid and Interface Science, v. 339, p. 521-526, 2009.

DUCOM, G.; CABASSUD, C. Interests and Limitations of Nanofiltration for the
Removal of Volatile Organic Compounds in Drinking Water Production.
Desalination, v.124, p. 115-123, 1999.

DURAN, N.; MARCATO, P.D.; ALVES, O.L.; SILVA, J.P.S.; SOUZA, G.I.H,;
RODRIGUES, F.A.; ESPOSITO, E. Ecosystem protection by effluent bioremediation:
silver nanoparticles impregnation in a textile fabrics process. Journal of
Nanoparticle Research, p. 1388-0764, 2009.

DURAN, N.; MARCARTO, P.D.; DE SOUZA, G.I.H.; ALVES, O.L.; ESPOSITO, E.
Antibacterial effect of silver nanoparticles produced by fungal process on textile
fabrics and their effluent treatment. Journal of Biomedical Nanotechnology, v.3, p.
203-208, 2007.

EBY, D.M.; SCHAEUBLIN, N.; FARRINGTON, K.; HUSSAIN, S.M.; JOHNSON, G.R.
Hybrid Antimicrobial Enzyme and Silver Nanoparticle Coatings for Medical
Instruments. ACS Applied Materials & Interfaces v. 1 (7), 1553—-1560, 2009.

ELABD, Y. A.; NAPADENSKY, E. Sulfonation and characterization of poly(styerene-
isobutylene-styere) triblock copolymers at high ion-exchange capacities. Polymer, n.
45, p. 3037-3043, 2004.

ELECHIGUERRA, J.L.; BURT, J.L.; MORONES, J.R.; BRAGADO, A.C.; GAO, X,;
LARA, H.H.; YACAMAN, M.J.; Interaction of silver nanoparticles with HIV-1. Journal
of Nanobiotechnology, v.3, n.6, 2005.

ELLIS, W. R. Bakelite: Material of a Thousand Uses. The Ohio State Engineer,
v.XVIl, n.4, 1934.

ESCWA - Economic and Social Commission for Western Asia. Waste-Water
Treatment Technologies: A General Review. Disponivel em:
http://www.escwa.un.org/information/publications/edit/upload/sdpd-03-6.pdf Acesso
em: 20 dez. 2009.


http://search.barnesandnoble.com/booksearch/results.asp?ATH=P%2E+C%2E+Eklund
http://www.springerlink.com/content/103348/?p=d532c71d7bca4e85b959f1602dbbd311&pi=0
http://www.springerlink.com/content/103348/?p=d532c71d7bca4e85b959f1602dbbd311&pi=0
http://www.google.com.br/url?url=http://www.aspbs.com/JBN/inst-auth_jbn.htm&rct=j&ei=DBUkS9WHM8ytlAfM3M3zCQ&sa=X&oi=nshc&resnum=1&ct=result&cd=1&ved=0CAoQzgQoAA&q=J+Biomed+Nanotechnol+&usg=AFQjCNHu8Z1vFMh8qipTIzYF3Wqsmry4Gg
http://www.escwa.un.org/information/publications/edit/upload/sdpd-03-6.pdf

107

ESPINOSA-CRISTOBAL, L.F.; MARTINEZ-CASTANON, G.A.; MARTINEZ-
MARTINEZ, R.E.; LOYOLA-RODRIGUEZ, J.P.; PATINO-MARIN, N.; REYES-
MACIAS, J.F.; RUIZ, F. Antibacterial effect of silver nanoparticles against
Streptococcus mutans. Materials Letters, v. 63, p. 2603—-2606, 2009.

FABREGA, J.; FAWCETT, S.R.; RENSHAW, C.R.; LEAD, J.R. Silver nanoparticle
impact on bacterial growth: effect of ph, concentration, and organic matter.
Environmental Science & Technology, v. 43, p. 7285-7290, 2009.

FENDLER, J.H.. Self-Assembled Nanostructures Materials. Chemistry of Materials,
n.8, p. 1616-1624, 1996.

FENG, Q.L.; WU,J.; CHEN, G.Q.; CUl, F.Z.; KIM, T.N.; KIM, J.O. A mechanistic
study of the antibacterial effect of silver ions on Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. Journal of Biomedical Materials Research, v.52, n. 4, p. 662-668, 2000.

FLORES, K.O.V.; AGUIAR, A.P.; AGUIAR, M.R.M.P.; SANTA MARIA, L.C.
Microwave assisted Friedel—Crafts acylation reactions of Amberlite XAD-4™ resin.
Materials Letters, v.61, p. 1190-1196, 2007.

FREIRE, R.S; PELEGRINI, R.; KUBOTA, L. T.; DURAN, N.; ZAMORA, P. P. Novas
Tendéncias para o Tratamento de Residuos Industriais Contendo Espécies
Organocloradas. Quimica Nova, v.24, p.504, 2000.

FRESTA, M.; PUGLISI, G.; GIAMMONA, G.; CAVALLARO, G.; MICALI, N.;
FURNERI, P.M. Pefloxacine mesilate and ofloxacin-loaded polyethylcyanoacrylate
nanoparticles: Characterization of the colloidal drug carrier formulation. Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 84, n. 7, p. 895-902, 1995.

FUENTEFRIA, D.B.; FERREIRA, A.E.; GRAF, T.; CORCAO, G. Pseudomonas
aeruginosa: disseminagao de resisténcia antimicrobiana em efluente hospitalar e
agua superficial. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 41, n.
5, p.470-473, 2008.

FUNG, M.C.; BOWEN, D.L. Silver products for medical indications: risk-benefit
assessment. Journal of Toxicology - Clinical Toxicology, v. 34, n.1, p. 119-126,
1996.

GAOQO, J.; YOUN, S.; HOVSEPYAN, A., LLANEZA, V.L.; WANG, Y.; BITTON, G;
BONZONGO, J.C.J. Dispersion and toxicity of selected manufactured nanomaterials
in natural river water samples: effects of water chemical composition. Environmental
Science & Technology, v. 43, p. 3322-3328.

GAPONENKO, S. V. Optical Properties of Semiconductor Nanocrystals. Cambridge:
Cambridge University Press, 1998.

GIESELMAN, M.B.; REYNOLDS, J.R. Water — Soluble Polybenzimidazole — Based
Polyelectrolytes, Macromolecules, v. 25, p. 4832-4834, 1992.


http://pubs.acs.org/journal/esthag
http://journalseek.net/cgi-bin/journalseek/journalsearch.cgi?field=issn&query=0731-3810
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es803315v
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es803315v

108

GODDARD, P.A.; BULL, A.T. Accumulation of silver by growing and non-growing
populations of Citrobacter intermedius B6. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 31, n. 3,1989.

GONG, P.; LI, H.; HE, X.; WANG, K.; HU, J.; TAN, W.; ET, A.L. Preparation and
antibacterial activity of Fe3O4-Ag nanoparticles. Nanotechnology, v. 18, n. 28, 2007.

GONI-URRIZA, M.; CAPDEPUY, M.; ARPIN, C.; RAYMOND, N.; CAUMETTE, P;
QUENTIN, C. Impact of an urban effluent on antibiotic resistance of riverine
Enterobacteraceae and Aeromonas spp. Applied and Environmental
Microbiology, n.66, p. 125-132, 2000.

GU, H.; HO, P.L.; TONG, E.; WANG, L.; XU, B. Presenting Vancomycin on
Nanoparticles to Enhance Antimicrobial Activities. Nano Letters, v.3, n.9, p. 1261—
1263, 2003.

GUIMARAES, M.A.; TIBANA, A.; NUNES, M.P.; SANTOS, K.R.N. Disinfectant
and antibiotic activities: a comparative analysis in brazilian hospital bacterial
isolates. Brazilian Journal of Microbiology, v. 31-3, 2000.

GUO, Y.G.; HU, J.S.; LIANG, H.P.; WAN, L.W.; BAI, C.L. Highly dispersed metal
nanoparticles in porous anodic alumina films prepared by a breathing process of
polyacrylamide hydrogel. Chemistry of Materials, v.15, p. 4332-4336, 2003.

GUPTA, P.; BAJPAI, M.; BAJPAI, S.K. Investigation of Antibacterial Properties of
Silver Nanoparticle-loaded Poly (acrylamide-co-itaconic acid)-Grafted Cotton Fabric.
The Journal of Cotton Science; v.12, 280-286, 2008.

HANSEN, P.M.; BHATIA, V.K.; HARRIT, N.; ODDERSHEDE, L. Expanding the
optical trapping range of gold nanoparticles, Nano Letters, v.5, n.10, p. 1937-1942,
2005.

HOWDLE, S.M.; JERABEK, K.; LEOCORBO, V.; MARR, P.C.; SHERRINGTON,
D.C. Reversibly collapsible macroporous poly(styrene-divinylbenzene) resins.
Polymer, v.41, p.7273-7277, 2000.

HU, J. Y.; WANG, Z. S.; NG, W. J.; ONG, S. L. Disinfection by-products in water
produced by ozonation and chlorination, Environmental monitoring and
assessment, v. 59-1, 81-93, 1999.

HUCK, C.W.; BONN, G.K. Recent developments in polymer-based sorbents for solid-
phase extraction. Journal of Chromatography A, v. 885, p. 51-72, 2000.

HUSSEINY, M.1.; AL-AZIZ, M.A.; BADR, Y.; MAHMOUD, M.A. Biosynthesis of gold
nanoparticles using Pseudomonas aeruginosa. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v.67, n. 3-4, p. 1003-1006, 2007.

JIANG, X.; ZENG, Q.; YU, A. Thiol-Frozen Shape Evolution of Triangular Silver
Nanoplates. Langmuir, v. 23, p. 2218-2223, 2007.


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/nl034396z
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/nl034396z
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13861425
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13861425

109

KAUFFMAN, C. A. Therapeutic and preventative options for the management of
vancomycin-resistant enterococcal infections. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v.51, iii23-iii30, 2003.

KENAWY, E.F.; WORLEY, S.D.; BROUGHTON, R. The Chemistry and Applications
of Antimicrobial Polymers: A State-of-the-Art Review, Biomacromolecules v. 8-5
1359-1384, 2007.

KIM, K.J.; SUNG, W.S.; MOON, S.K.; CHOI, J.S.; KIM, J.G.; LEE, D.G. Antifungal
effect of silver nanoparticles on dermatophytes. Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 18, p. 1482-1484, 2008.

KONEMAN, E.W.; ALLEN, S.D.; JANDA, W.M.; SCHRECKENBERGER, P.C.; WINN,
W.C. Color Atlas and textbook of Diagnostic Microbiology. 5% ed., N.Y:
Lippincott, 1997.

KRISHNARAJ, C.; JAGAN, E.G.; RAJASEKAR, S.; SELVAKUMAR, P.;
KALAICHELVAN, P.T.; MOHAN, N. Synthesis of silver nanoparticles using Acalypha
indica leaf extracts and its antibacterial activity against water borne pathogens.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2009 (in press).

L’VOV, B. V. The mechanism of solid-state decompositions in a retrospective.
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, DOI 10.1007/s10973-009-0579-1,
2009.

LAUBUSCH, E. J., Water Quality and Treatment: A Handbook of Public Water
Supplies. American Water Works Assocciation, Nova York: McGraw-Hill Book
Company, 1971.

LEE, G.J.; SHIN, S.1.; KIM, Y.C.; OH, S.G. Materials Chemistry and Physics, n.84,
p. 197-204, 2004.

LI, Q.; MAHENDRA, S.; LYON, D.Y.; BRUNET, L.; LIGA, M.V.; LI, D.; ALVAREZ,
P.J.J. Antimicrobial nanomaterials for water disinfection and microbial control:
Potential applications and implications. Water Research, v. 42, p. 4591-4602, 2008.

LI, Z.; GU, A.; ZHOU, Q. Growth of spindle-shaped silver nanoparticles in SDS
solutions. Crystal Research and Technology, v. 44, n. 8, p. 841-844, 2009.

LIN, CW.Y.; ZAINAL, Z.; WILLIAMS, N.E.; ZHU, K.; KRUZIC, A.P.; SMITH, R.L.;
RAJESHWAR, K. Bactericidal Activity of TiO, Photocatalyst in Aqueous Media:
Toward a Solar-Assisted Water Disinfection System. Environmental Science
Technology, V.28(5), 934-938, 1994.

LIU, M.; YAN, X,; LIU, H.; YU, W. An investigation of the interaction between
polyvinylpyrrolidone and metal cations. Reactive & Functional Polymers, v.44,
p.55-64, 2000.


http://jac.oxfordjournals.org/
http://jac.oxfordjournals.org/
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bm061150q?prevSearch=The%2BChemistry%2Band%2BApplications%2Bof%2BAntimicrobial%2BPolymers%253A%2B%2BA%2BState-of-the-Art%2BReview&searchHistoryKey=
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bm061150q?prevSearch=The%2BChemistry%2Band%2BApplications%2Bof%2BAntimicrobial%2BPolymers%253A%2B%2BA%2BState-of-the-Art%2BReview&searchHistoryKey=
http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=4&ved=0CB0QFjAD&url=http%3A%2F%2Fjournalseek.net%2Fcgi-bin%2Fjournalseek%2Fjournalsearch.cgi%3Ffield%3Dissn%26query%3D0232-1300&rct=j&q=Cryst.+Res.+Technol&ei=IoZsS7v3FoKLuAfNlvnaBw&usg=AFQjCNHVodSMuEWbbion2HDlSqSsZeUygg

110

LIUA, F. K.; HUANG, P.W.; CHANG, Y.C.; KOA, C.J.; KOA, F.H.; CHUC, T.C.
Formation of silver nanorods by microwave heating in the presence of gold seeds.
Journal of Crystal Growth, v. 273, p. 439445, 2005.

LIUA, F. K.; HUANG, P.W.; CHANG, Y.C.; KOA, C.J.; KOA, F.H.; CHUC, T.C.
Formation of silver nanorods by microwave heating in the presence of gold seeds.
Journal of Crystal Growth, v. 273, p. 439445, 2005.

LIVSHIN, S.; SILVERSTEIN, M.S.; Crystallinity and cross-linking in porous polymers
synthesized from long side chain monomers through emulsion templating.
Macromolecules, v.41, p.3930-3938, 2008.

LU, Y.C.; CHOU, K.S. A simple and effective route for the synthesis of nano-silver
colloidal dispersions. Journal of the Chinese Institute of Chemical Engineers, v.
39, p. 673-678, 2008.

MACIEL, A.P.; LEITE, E. R.; LUCENA, P. R.; LONGO, E.; FAJARDO, H. V.;
VALENTINI, A.; PROBST, L. F. D.; CARRENO, N. L. V. Processing Effects of
Nanometric Rare Earth-Doped Tin Oxides on the Synthesis of Methyl Vinyl Ketone,
Reaction Kinetics and Catalysis Letters, v. 81, p. 211-217, 2004.

MANSOURI,S. S.; GHADER, S. Experimental study on effect of different parameters
on size and shape of triangular silver nanoparticles prepared by a simple and rapid
method in aqueous solution. Arabian Journal of Chemistry, v.2, p. 47— 53, 2009.

MARTIN, C.; CUELLAR, J. Syntesis of a novel magnetic resin and the study of
equilibrium in cation exchange with amino acids. Industrial Engineering Chemical
Research, n.2, v.43, p.475-485, 2004.

MARTINEZ, J.L. Environmental pollution by antibiotics and by antibiotic resistance
determinants. Environmental Pollution, v. 157,p. 2893—-2902, 2009.

MATIJEVIC, E. Medical Applications of Colloids. 1 ed. New York: Springer, 2008.

MATSUMOTO, A.; ISHIKAWA, T.; ODANI, T.; OIKAWA, H.; OKADA, S;;
NAKANISHI, H. An organic/inorganic nanocomposite consisting of polymuconate and
silver nanoparticles. Macromolecular Chemistry and Physics, v. 207, n. 4, p. 361-
369, 2006.

MERCK. Microbiology Manual Cultura Media. Dormstadt, Germany, 405 p., 1996.

MEYER, S. T. O Uso de Cloro na Desinfeccéo de Aguas, a Formagao de
Trihalometanos e os Riscos Potenciais a Salude Publica. Cadernos de Saude
Publica, v. 10, n. 1, 99-110, 1994.

MIJATOVIC, D.; EIJKEL J. C. T.; BERG A. V. D. Technologies for nanofluidic
systems: top-down vs. bottom-up - a review. The Royal Society of Chemistry
Journal, v. 5, p. 492-500, 2005.



111

MILTNER, R.J.; SHUKAIRY, H.M; SUMMERS, R.S. Disinfection By-product
Formation and Control by Ozonation and Biotreatment, Journal American Water
Works Association. V. 84, n.11, p. 53-62, 1992.

MOCIOI, M.; ALBU, A.M.; MATEESCU, C.; VOICU, G.; RUSEN, E.; MARCULESCU,
B.; MUTIHAC, L. New polymeric structures designed for the removal of Cu(ll) ions
from aqueous solutions. Journal of Applied Polymer Science, v. 103, n.3, p.
1397-1405, 2007.

MODAK, S.M.; FOX JR, C.L. Binding of silver sulfadiazine to the cellular components
of Pseudomonas aeruginosa. Biochemical Pharmacology, v. 22, n. 19, p. 2391-
2404, 1973.

MOHANTY, A.K.; MISRA, M.; HINRICHSEN, G. Biofibres, biodegradable polymers
and biocomposites: An overview. Macromolecular Materials and Engineering, v.
276, p. 1-24, 2000.

MORONES, J.R.; ELECHIGUERRA, J.L.; CAMACHO, A.; HOLT, K.; KOURI, J.B.;
RAMIREZ, J.T.; YACAMAN, M.J. The bactericidal effect of silver nanoparticles.
Nanotechnology, v. 16, n. 10, p. 2346-2353, 2005.

MUHLING, M.; BRADFORD, A.; READMAN, J.W.; SOMERFIELD, P.J.; HANDY,
R.D. An investigation into the effects of silver nanoparticles on antibiotic resistance of
naturally occurring bacteria in an estuarine sediment. Marine Environmental
Research, v. 68, p. 278-283, 2009.

OLIVEIRA, P.C.; ALVES, G.M.; CASTRO, H.F. Sintese do butirato de n-butila
empregando lipase microbiana imobilizada em copolimero de estireno-
divinilbenzeno. Quimica Nova, v. 23, n.5, 2000.

PAL, S.; TAK, Y.K.; SONG, J.M. Does antibacterial activity of silver 1 nanoparticle
depend on shape of nanoparticle? A study on Gram-negative E. coli. Applied and
Environmental Microbiology, v. 73, n. 6, p. 1712-1720, 2007.

PANACEK, A.; KOLAR, M.; VECCEROVA, R.; PRUCEK, R.; SOUKUPOVA, J.;
KRYSTOF, V.; HAMAL, P.; ZBORIL, R.; KVITEK, L. Antifungal activity of silver
nanoparticles against Candida spp. Biomaterials, v.30, p.6333-6340, 2009.

PANACEK, A.; KVITEK, L.; PRUCEK, R.; KOLAR, M.; VECCEROVA, R;;
PIZUROVA, N.; SHARMA, V.K.; NEVECNA, T.; ZBORIL, R. Silver colloid
nanoparticles: synthesis, characterization, and their antibacterial activity. Journal of
Physical Chemistry, v. 110, p. 16248-16253, 2006.

PAUWELS, B.; VERSTRAETE, W. The treatment of hospital wastewater: an
appraisal. Journal of Water and Health, v. 4, p. 405-416, 2006.

POOLE, C. P. Jr.; OWENS, F. J. Introduction to nanotechnology, N.Y.: Willey
Interscience, 2003.


http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=1&ved=0CAgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.iwaponline.com%2Fjwh%2F&rct=j&q=j+Water+Health+&ei=WjkkS-nDPNO8lAft6PTrDw&usg=AFQjCNHnlS9SRBLh_LnM6AD1Il0JF-UkAQ

112

POZZA, G.; NOME, F.; GESSER, J.C.; SA, M.M.; TERENZI, H. Estratégias utilizadas
no combate a resisténcia bacteriana. Quimica Nova, v. 29, n. 4, p. 844-855, 2006.

PUMERA, M. Carbon nanotubes contain residual metal catalyst nanoparticles even
after washing with nitric acid at elevated temperature because these metal
nanoparticles are sheathed by several graphene sheets. Langmuir, v. 23, p. 6453-
6458, 2007.

PURCAR, V.; DONESCU, D.; PETCU, C.; LUQUE, R.; MACQUARRIE, D.J. Efficient
preparation of silver nanoparticles supported on hybrid films and their activity in the
oxidation of styrene under microwave irradiation. Applied Catalysis A: General,
v.363, p. 122-128, 2009.

RAI, M.; YADAYV, A.; GADE, A. Silver nanoparticles as a new generation of
antimicrobials. Biotechnology Advances, v.27, n. 1, p. 76-83, 2009.

REITZ, J. R.; MILFORD, F. J.; CHRISTY, R. W. Fundamentos da Teoria
Eletromagnética, Rio de Janeiro: Campus, 1991.

RETCHKIMAN-SCHABES, P.S; CANIZAL, G.; BECERRA-HERRERA, R;;
ZORRILLA, C.; LIU, H.B.; ASCENCIO, J.A. Biosynthesis and characterization of Ti/Ni
bimetallic nanoparticles. Optical Materials, v. 29, n.1, p. 96-99, 2006.

RIPPEL, M.M.; GALEMBECK, F. Nanostructures and Adhesion in Natural Rubber:
New Era for a Classic. Journal of Brazilian Chemical Society, v. 20, n.6, p.1024-
1030, 2009.

ROHLF, J.W. Modern Physics from a to Z°. N.Y.: John Wiley & Sons, 1994.

RUPARELIA, J.P.; CHATTERJEE, A.K.; DUTTAGUPTA, S.P.; MUKHERJI, S. Strain
specificity in antimicrobial activity of silver and copper nanoparticles. Acta
Biomaterialia, v. 4, p. 707-716, 2008.

RUSSELL, A.D.; HUGO, W.B. Antimicrobial activity and action of silver. Progress in
Medicinal Chemistry, v. 31, p. 351-370, 1994.

SAMBHY, V.; MACBRIDE, M.M.; PETERSON, B.R.; SEN, A. Silver bromide
nanoparticle/polymer composites: dual action tunable antimicrobial materials.
Journal of the American Chemical Society, v.128, n.30, p.9798-808, 2006.

SAMPATH, L.A.; CHOWDHURY, N.; CARAOS, L.; MODAK, S.M. Infection
resistance of surface modified catheters with either shortlived or prolonged activity.
The Journal of Hospital Infection, v. 30, p. 201-210, 1995.

SANTA MARIA, L.C. ; COSTA, M. A. S.; SCARES, J. G. M.; WANG, S. H.; SILVA, M.
R. Preparation and characterization of manganese, nickel and cobalt ferrites
submicron particles in sulfonated crosslinked networks. Polymer, v.46, p. 1188 —
1293, 2005.


http://www.his.org.uk/the_journal_of_hospital_infection.cfm

113

SANTA MARIA, L.C.; AGUIAR, M.R.M.P.; COSTA, M.A.S.; VALLE, AS.S,;
SOARES, J.G.M.; SOUZA, J. D.C.; WANG, S.H.; Synthesis of composite based on
submicron sized silver particles hosted on microspheres of surface-functional porous
crosslinked copolymer networks. Materials Letters, v.61 p. 2993-2999, 2007.

SANTA MARIA, L.C; COSTA, M. A. S.; SANTOS, F. A. M.; WANG, S. H.; SILVA, M.
R. Preparation and characterization of polymer metal composite microspheres.
Material Letters, v. 60, p. 270 — 273, 2006.

SANTOS, A.C. Sintese, caracterizacao e avaliacado de materiais poliméricos com
propriedades bactericidas. Dissertagcao de mestrado, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, 2009.

SARATHY, K. V.; KULKARNI, G. U.; RAO, C. N. R. A novel method of preparing
thiol-derivatised nanoparticles of gold, platinum and silver forming superstructutes.
Chemical Communications, p. 537-538, 1997.

SASTRY, M.; AHMAD, A.; ISLAM, K.M.; KUMAR, R. Biosynthesis of metal
nanoparticles using fungi and actinomycete Current Science, v. 85, p.162-170,
2003.

SCHULZE, D. Flow Properties of Powders and Bulk Solids, University of Applied
Sciences, Braunschweig/Wolfenbuttel, Germany, p.01, 2006.

SHAHVERDI, A.; FAKHIMI, A.; SHAHVERDI, H.; MINAIAN, S. Synthesis and effect
of silver nanoparticles on the antibacterial activity of different antibiotics against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Nanomedicine: Nanotechnology,
Biology and Medicine, v. 3, n. 2, p. 168-171, 2007.

SHARMA, N.C.; SAHI, S.V.; NATH, S.; PARSONS, J.G.; TORRESDEY, J.G.; PAL,
T. Synthesis of Plant-Mediated Gold Nanoparticles and Catalytic Role of Biomatrix-
Embedded Nanomaterials. Environmental Science & Technology, v. 41, n. 14, p.
5137-5142, 2007.

SHUTT, W.; HAFELI, U.; TELLER, J.; ZBOROWSKI, M. Scientific and clinical
applications of magnetic carriers: an overview, p. 171, N.Y.: Plenum, 1997.

SIDDIQUI, M.S.; AMY G.L.; MURPHY, B.D. Ozone enhanced removal of natural
organic matter from drinking water sources. Water Research, v. 31, n. 12, p. 3098-
1997.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A. Manual de métodos de analise
microbioldgica de alimentos. 22 Ed. Sdo Paulo : Varela, 2001.

SMITHA, B.; SRIDHAR, S.; KHAN, A.A. Solid Polymer electrolyte membranes for
fuel cell applications — a review, Journal of Membrane Science, n. 295, p. 10-26,
2005.


http://www.ias.ac.in/currsci/jul252003/162.pdf
http://www.ias.ac.in/currsci/jul252003/162.pdf
http://www.ias.ac.in/currsci/
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es062929a?prevSearch=%255Bauthor%253A%2BSharma%255D&searchHistoryKey=
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es062929a?prevSearch=%255Bauthor%253A%2BSharma%255D&searchHistoryKey=
http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=1&ved=0CAgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fpubs.acs.org%2Fjournal%2Festhag&rct=j&q=Environ.Sci.+Technol&ei=zEMkS4ujJM7rlAfOtdjzCQ&usg=AFQjCNEdOCEj9kT1TUhm9HxrkKJocmxUuQ

114

SONDI, I.; SALOPEK-SONDI B. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a case
study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal of Colloid and
Interface Science, v. 275, n.1, p.177-82, 2004.

SOUZA, M.A.; PESSAN, L.A.; JR, A.R. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia
Nanocompdsitos de poli(cloreto de vinila) (PVC) / argilas organofilicas, v. 16-4,
2006.

STOIMENOV, P.K.; KLINGER, R.L.; MARCHIN, G.L.; KLABUNDE, K.J.; Metal Oxide
Nanoparticles as Bactericidal Agents. Langmuir, v.18, n.17, p. 6679-6686, 2002.

SU, H.L.; CHOU, C.; HUNG, D.; LIN, S.; PAO, |.; LIN, J.H.; HUANG, F.; DONG, R;;
LIN, J.J. The disruption of bacterial membrane integrity through ROS generation
induced by nanohybrids of silver and clay. Biomaterials, v.30, p. 5979-5987, 2009.

SUTTON, S. A Conversation with FDA about "Counting Colonies". Pharmaceutical
Microbiology Forum, v. 12, n. 10, 2006.

TAVARES, N.F. Sintese de nanoparticulas de ferrita de manganés em matriz de
copolimero estireno — divinilbenzeno sulfonado. Dissertacdo de Mestrado, Instituto
de Quimica, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2004.

TEIXEIRA, V.G., COUTINHO, F.M.B., GOMES, A.S. Principais métodos de
caracterizagao da porosidade de resinas a base de divinilbenzeno. Quimica Nova,
v. 24, n. 6, 2001.

TIMMS, S.; COLQUHOUN, Q.0.; FRICKER C.R. Detection of Escherichia coli in
potable water using indirect impedance technology. Journal of Microbiological
Methods, v.26, 125-132, 1996.

TREVORS, J.T. Silver resistance and accumulation in bacteria. Enzyme and
Microbial Technology, v. 9, p. 331-333, 1987.

TYRRELL, S.; RIPPEY, S.R.; WATKINS, W.D. Inactivation of bacterial and viral
indicators in secondary sewage effluents, using chlorine and ozone. Water
Research, v. 29, n. 11, p. 2483-2490, 1995.

VERONESI, R. Doengas Infecciosas e Parasitarias, 6 ed., Rio de Janeiro:
Guanabara-Koogan, 1976.

WATSON, P.E.; WATSON 1.D.; BATT, R.D. Total body water volumes for adult males
and females estimated from simple anthropometric measurements. American
Journal of Clinical Nutrition, v. 33, 27-39, 1980.

WATSON, R. T.; DIXON, J.A.; HAMBURG, S.P.; JANETOS, A.C.; MOSS, R.H.
Protecting our Planet, Securing Our Future: Linkages among global environmental
issues and human needs. United Nations Environment Programme, \WWashington:
The World Bank /Nasa, 1998.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01677012
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01677012
http://www.elsevier.com/locate/watres
http://www.elsevier.com/locate/watres

115

WESTBROOKS, R. Invasive plants: changing the landscape of America: fact book.
Federal Interagency Committee for the Management of Noxious and Exotics
Weeds, Washington D. C., 1998.

WOJCIECHOWSKI, S., New trends in the development of mechanical engineering
materials. Journal of Materials Processing Technology, n. 106, p. 230-235, 2000.

XU, X.H.; BROWNLOW, W.J.; KYRIACOU, S.V.; WAN, Q.; VIOLA, J.J. Real-time
probing of membrane transport in living microbial cells using single nanoparticle
optics and living cell imaging. Biochemistry, v. 43, p.10400-10413, 2004.

YIN, Y.; ALIVISATOS, A. P. Colloidal nanocrystal synthesis and the organic-
inorganic interface. Nature, v.437, n. 7059, p.664-670, 2005.

YIN, Y.; LI, Z.Y.; ZHONG, Z.; GATES, B.; XIA, Y.; VENKATESWARAN, S. Synthesis
and characterization of stable aqueous dispersions of silver nanoparticles through
the Tollens process. Journal of Materials Chemistry, n.12, p. 522 — 527, 2002.

YOON, K.Y.;BYEON, J.H.; PARK, J; HWANG, J. Susceptibility constants of
Escherichia coli and Bacillus subtilis to silver and copper nanoparticles. Science of
the Total Environment, v.373, p. 572-575, 2007.

ZALLOUM, R.; MUBARAK, S. Chelation properties of poly(2-hydroxy-4-
acryloyloxybenzophenone) resins toward some divalent metal ions. Journal of
Applied Polymer Science, v.109, n.5, p. 3180-3184, 2008.

ZANCHET, D., MORENO, M. S., UGARTE, D. Anomalous packing in thin
nanoparticle supercrystals, Physical Review Letters, v. 82, n. 26, 5277-5280, 1999.

ZARBIN, A. J. G. Novos nanocompdésitos obtidos pelas interagdes, de compostos
organometalicos e polimeros condutores com vidros porosos, Tese de Doutorado,
Instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, 1997.

ZHANG, L.; YU, J.C.; YIP, H.Y.; LI, Q.; KWONG, K.W.; XU, AW.; WONG, P.K.
Ambient light reduction strategy to synthesize silver nanoparticles and silver-coated
tio2 with enhanced photocatalytic and bactericidal activities. Langmuir, v.19,
p.10372-10380, 2003.

ZODROW, K.; BRUNET, L.; MAHENDRA, S.; LI, D.; ZHANG, A.; LI, Q.; ALVAREZ,
P.J.J. Polysulfone ultrafiltration membranes impregnated with silver nanoparticles
show improved biofouling resistance and virus removal. Water Research, n. 43,
p.715-723, 2009.


http://www.rsc.org/Publishing/Journals/JM/

ANEXO 1 — Curvas de TGA e DTG

Sample: 15wetM Macerada 02-04-09
Size: 4.7600 mg TGA

Method: 20°C/min até 700°C N2 100ml/min
Comment: 15wetM Macerada 02-04-09
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Sample: RRWET 2 29-06-09
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Comment: VFOCM Macerada 01-04-09

Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
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0+ g
E &
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@
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(3.46Tmg)
50 T T T T T T 02
100 200 300 400 500 600 700
Universal V4.2E TA Instruments

Temperature (°C)
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Sample: RRVPOC1 Macerada 06-04-09 TGA File: C:_.\RRVPOC1 Macerada 06-04-09
Size: 4.3890 mg Operator: Lorna
Method: 20°C/min até 700°C N2 100ml/min Run Date: 06-Apr-2009 15:05
Comment: RRVPOC1 Macerada 06-04-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 0.6
461.24°C
34283°C
804 F04
[5)
o
g =
= | 5
= §
§ =
£
@
a
60+ F0.2
L
40 T T T T T T 00
100 200 300 400 500 600 700
Temperature (°C) Universal \/4.2E TA Instruments.
Sample: RR VPoc 2 29-06-09 TGA File: C:\Loma\Luiz C. S. MIRR VPoc 2 29-06-09
Size: 5.0560 mg Operator- Loma
Method: 20°C/min até 700°C N2 100mlfmin Run Date: 29-Jun-2009 12:27
Comment: RR VPoc 2 29-06-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 06
367.50°C
504
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< z
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é >
g
Residue: 0.2
39.15%
(1.980mg)
40+
20 T T T T T T 0.0
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments
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Sample: GT73M Macerada 06-04-09 TGA File: C:_\GT73M Macerada 06-04-09
Size: 45070 mg Operator: Loma
Method: 20°C/min até 700°C N2 100miimin Run Date: 06-Apr-2009 13:33
Comment: GT73M Macerada 06-04-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 k 03
40224°C,
804 0.2
)
E 5
2
@
[=]
60+ 0.1
Residue:
4554%
(2.053mg)|
40 T T T T T T 0.0
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperature (*C) Universal V4.2E TA Instruments
Sample: RPGT731 Macerada 02-04-09 TGA File: C:..ARPGT 731 Macerada 02-04-09
Size: 4.8380 mg Operator: Loma
Method: 20°C/min até 700°C N2 100ml/min Run Date: 02-Apr-2009 1324
Comment: RPGT731 Macerada 02-04-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 03
42010°C
27575°C
N
a0
0.2
80+ 2
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5 5
o K
2 E
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70 M0.43C E
0.1
601 Residue:
54.49%
(2.636mg})
50 T T T T T T 0.0
100 200 300 400 500 600 700

Temperature (*C) Universal V4.2E TA Instruments
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Sample: RPGT732 Macerada 01-04-09 TGA File: C:.\RPGT 732 Macerada 01-04-09
Size: 5.1030 mg Operator: Lorna
Method: 20°C/min até 700°C N2 100mi/min Run Date: 01-Apr-2009 15:30
Comment: RPGT732 Macerada 01-04-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 03
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100 200 300 400 500 600 700
Temperature (°C) Universal VV4.2E TA Instrument
Sample: RPGT733 Macerada 06-04-09 TGA File: C:_\RPGT733 Macerada 06-04-09
Size: 46790 mg Operator: Loma
Method: 20°C/min até 700°C N2 100mi/min Run Date: 06-Apr-2009 16:34
Comment: RPGT733 Macerada 06-04-09 Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193
100 03
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Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments.



Sample: RRGT 734 29-06-09

Size: 4.6950 mg

Method: 20°C/min até 700°C N2 100mi/min
Comment: RRGT 734 29-06-09

Weight (%)

Operator: Loma

Run Date: 29-Jun-2009 13:53
Instrument: TGA Q50 V6.4 Build 193

100

90

80+

704

60
Residue:
50.53%
(2.372mg)

50 T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700

Temperature (°C)

03

0.2

0.1

0.0

TGA File: C:\Loma\lLuiz C. S. MIRRGT 734 29-06-09

Deriv. Weight (%/°C)

Universal V4 2E TA Instruments.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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