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Resumo — O objetivo deste trabalho foi preparar hibridos de dginato de sddio (ALG) e montmorilonita (MMT)
decorados com nanoparticulas de prata (AgNPs), visando aplicacdo na remogéo de micro-organismos de efluentes para
reuso. As nanoparticulas, sintetizadas por reducdo quimica, foram incorporadas em uma suspensdo contendo MMT e
ALG, e os hibridos foram obtidos a partir do gotgamento desta em uma solugéo de cloreto de céalcio. O potencia
bactericida desses materiais foi avaliado por melo do ensaio de difusdo em &gar com dois tipos de micro-organismos
(Escherichia coli e Saphylococcus aureus). Os testes preliminares mostraram a formag&o de um halo de inibicao para
ambas as bactérias. Em seguida, os hibridos foram utilizados no tratamento de um efluente industria rico em coliformes
(1300 UFC/mL). Os resultados indicaram uma reducdo de até 99,9% de coliformes, confirmando o potencia deste
material para o objetivo proposto.
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Introducéo

A necessidade da preservacao do meio ambiente tem levado muitos pesquisadores a desenvol verem produtos e
processos com menor potencia poluidor. No entanto, em alguns processos industriais, tais como a fabricacdo de artigos
de cutdaria, a geracao de poluentes € inevitavel. Assim, o desenvolvimento de estudos especificos para minimizar os
impactos ambientais que podem ser causados por efluentes originados neste tipo de processo industrial é de primordia
importancia. A reutilizacdo de efluentes industriais tem sido incentivada no Brasil, uma vez que esta prética pode trazer
inlmeros beneficios econdbmicos e ambientais. No entanto, ndo h& ainda no pais uma legislagdo que especifica os
parémetros fisico-quimicos e microbioldgicos aceitavels para esta prética. Assim, estes parémetros dependerdo da
aplicagdo futura do efluente a ser reutilizado [1-3].

O uso de nanoparticulas metdlicas ancoradas em substratos sélidos tem um grande campo de aplicagéo (pontos
quénticos, baterias solares, catalisadores, fotocatalisadores, materiais antibacterianos, sensores) [4]. Recentemente, as
nanoparticul as de prata (AgNPs) tém sido muito utilizadas como agentes bactericidas, devido a muitas vantagens sobre
os desinfetantes tradicionais, tais como a estabilidade quimica, a seguranca para o utilizador, o periodo de longa
duracdo, e a atividade bactericida [5]. Gragas as suas propriedades Unicas, os silicatos lamelares representam um
excelente substrato para a fixag@o dessas nanoparticulas metdlicas [4]. Assim, os compostos de argila e AgNPs sdo uma
alternativa ao processo de desinfecgéo, sobretudo no tratamento de efluentes parareuso [4-7].

Alguns estudos tém sido redlizados utilizando-se matrizes poliméricas como material de suporte para as
nanoparticulas, proporcionando maior resisténcia mecénica e estabilidade para tal aplicagdo [8]. O aginato € um
biopolimero extraido principalmente de algas marrons, e tem sido extensivamente testado para remover contaminantes
presente em meio aquoso. Sais formados por ions monovalentes (como sddio, potdssio e ambnio) sdo geramente
sollivel's em &gua, ao passo que aqueles formados por ions polivalentes sdo insol Gveis [9].

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivo preparar hibridos de MMT-ALG-AgNPs, visando
sua posterior aplicacdo na remocdo de micro-organismos presentes em efluentes industriais para reuso. Os hibridos
foram inicialmente caracterizados e o potencial bactericida foi avaliado contra dois tipos de micro-organismos:
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli) e bactérias Gram-positivas (Saphylococcus aureus).

| Parte Experimental

Reagentes

Todos os produtos quimicos utilizados neste trabalho possuem grau analitico: nitrato de prata (AgNOs;, Merck),
cloreto de cdlcio dihidratado (CaCl,.2H,0, Merck), boroidreto de sddio (NaBH,, Merck), aginato de sodio de média
viscosidade (ALG, Vetec), citrato de sodio tribasico dihidratado (NasCsHsO7, Sigma-Aldrich). A MMT na forma sodica
(MMT-Na") foi adquirida diretamente da Argel T. As solugdes aguosas foram preparadas com égua ultrapura
(resitividade 18,2 MQ/cm), obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore).
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Sintese das AgNPs

As AgNPs foram preparadas pela redugio quimica de ions Ag” por NaBH, na presenca de citrato de sodio
tribasico dihidratado (estabilizante). Esse procedimento foi baseado no método descrito por Jana et al. [10]. O processo
de preparacdo das AgNPs foi 0 seguinte: 100 mL de uma solugéo contendo 50 mL de AgNOs e 50 mL de NagCeHsO5,
ambas na concentracdo de 0,25 mmoal/L, foram misturadas e mantidas sob agitacdo durante 30 s. Em seguida, uma
solucdo de NaBH, 1,00 mmol/L (recém-preparada) foi adicionada a mistura. O conjunto adquiriu imediatamente uma
coloragdo amarelada (confirmacdo da formagdo das AgNPs), e o sisema foi agitado por mais 60s, sendo em seguida
armazenado em geladeira. O processo de sintese foi realizado em ambiente climatizado (23,0 £ 2,0 °C) e ao abrigo da
luz.

Caracterizacédo das AgNPs

As AgNPs foram caracterizadas por meio das técnicas de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) e microscopia el etrénica de transmissdo (MET). A solug@o de AgNPs foi analisada em
um espectrofotdbmetro Thermo Scientific Evolution 60 na faixa de comprimento de onda situada entre 200 e 800 nm,
utilizando-se uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm. O branco foi medido com uma amostra de agua
Milli-Q, previamente ao registro do espectro da solugdo de AgNPs.

A andlise de MET foi redizada em um microscopio Jeol JEM-1200 Ex Il, operando em uma voltagem de
80 kV. Paratanto, as AgNPs foram previamente dispersas em &gua deionizada (1 gota da solucdo coloidal de prata em
20 mL desse solvente) utilizando um ultrassom (Unique USC 1400) por 30 min. Em seguida, uma gota dessa nova
solucdo foi depositada sobre um grid de cobre com filme de Formvar (300 mesh) e deixada secar por 48 h, sendo
finalmente analisada no microscopio.

Prepar acao dos hibridos de MM T-AL G-AgNPs

O processo de preparacdo dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs foi baseado no método proposto por Liu et al.
[8]. Iniciadmente, a MMT (5,0 g) foi misturada a 100 mL de uma solucdo de AgNPs durante 12 h. Em seguida,
adicionou-se a suspensdo o ALG (1,0 g), sendo o sistema mantido sob agitacdo por mais 12 h. Ao término desse
procedimento, a mistura foi lentamente gotgjada com o auxilio de uma seringa em uma solu¢do de CaCl,.2H,0
(4,0% m/v). Os pdllets formados foram deixados nessa solugdo por mais 48 h, em geladeira e ao abrigo da luz, sendo
finalmente lavados vérias vezes com &gua deionizada para remover o excesso da solugdo de cloreto de cdcio, e
armazenados a 10 °C para os ensai 0s microbiol igi cos.

Ensaios micr obiol dgicos

Para avaliar as propriedades bactericidas dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram selecionados dois micro-
organismos: Escherichia coli e Saphylococcus aureus. Um método adequado para se avaliar a eficiéncia de um agente
bactericida é o de determinar a sua zona de inibi¢do [7,8]. Um indculo padrédo do micro-organismo de teste foi
esfregado sobre a superficie de uma placa de &gar, onde os pellets de MM T-ALG-AgNPs foram colocados. Em seguida,
as placas foram incubadas durante 48 h e a 37 °C em uma estufa, e as zonas de inibi¢do formadas ao redor dos hibridos
foram entdo medidas [7].

Tratamento do efluente industrial com os hibridos de MM T-ALG-AgNPs

Ap6s a redlizagdo dos ensaios microbiolégicos preliminares, os hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram
utilizados no tratamento de um efluente industrial para reuso de uma indistria metadrgica rico em coliformes
(1300 UFC/mL). O ensaio consistiu em agitar (~150 rpm) cerca de 100 mL da amostra do efluente com 100 mg de
hibrido por periodos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 min. No fina deste processo, a contagem de coliformes
totais foi realizada novamente em todos os sistemas.

\ Resultados e Discussio

Caracterizacdo de AgNPs

A Figura 1 mostra o espectro de absor¢do molecular na regido do UV-Vis da solucdo de AgNPs. Como pode
ser observado, 0 espectro apresenta apenas um maximo em ~393 nm. De acordo com a literatura, esses espectros podem
fornecer informagdes importantes sobre o tamanho e geometria das nanoparticulas estudadas [11]. Tipicamente, uma
banda em torno de 400 nm indica a presenca de AgQNPs com formato esférico [12]. Esta constatacao é corroborada pela
andise de MET (Figura 2), onde foi possivel observar nanoparticulas com didmetros que variam de 10 a 150 nm.
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Figura 1 — Espectro de absor¢éo molecular naregido do UV-Vis da solugéo de AgNPs.
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Fig

Ensaios micr obioldgicos e tratamento do efluente industrial com os hibridos de MM T-ALG-AgNPs

As Figuras 3a e 3b apresentam os resultados obtidos nos ensaios microbiol 6gicos para os micro-organismos
Escherichia coli e Saphylococcus aureus, respectivamente. Como pode ser constatado, os dois sitemas avaliados
mostraram a presenca de halos de inibigdo bastante nitidos ao redor dos hibridos de MMT-ALG-AgNPs, o que indica
gue os mesmos tém atividade bactericida em relacdo as duas bactérias testadas. Além disso, o tamanho desses halos de
inibicdo foi menor parao S aureus (17-21 nm) do que parao E. coli (23-29 nm). A E. coli, por ser uma bactéria Gram-
negativa, apresenta uma camada de peptidoglicanos (anivel de parede celular) menos espessa do que a S aureus (que é
Gram-positiva), o que acaba facilitando a entrada e consequentemente a difusdo das AgNPs nas primeiras, aumentando
aceficiénciade inibicdo [13].

(b)

Figura 3 — Ensaios de difusdo em agar: (a) Escherichia cali, (b) Saphyl ococcus aureus.

Apos arealizagdo dos ensaios preliminares, os hibridos de MM T-ALG-AGNPS foram utilizados no tratamento
de um efluente para reuso, proveniente de uma inddstria metalUrgica rico em coliformes (1300 UFC/mL). A Figura 4
mostra o efeito do tempo de contato dos hibridos com as amostras do efluente na contagem de coliformes totais. Como
pode ser verificado, a capacidade de remogao foi bastante efetiva nos primeiros 5 min do ensaio, sendo que a contagem
total de coliformes foi reduzida pela metade. Depois de 240 min, a contagem de coliformes totais foi reduzida para
1,0 UFC/mL, mantendo-se praticamente constante aé ao final do ensaio (360 min). Os dados obtidos indicaram uma
reducado de até 99,9% de coliformes totais em relagdo a contagem totd inicial (efluente sem tratamento).
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Figura 4 — Efeito do tempo de contato na contagem total de coliformes para o efluente testado.

Conclusio

Os hibridos de MMT-ALG-AgNPs foram preparados com sucesso por meio do método proposto neste
trabalho. De modo geral, os hibridos apresentaram uma excelente atividade bactericida em relacdo aos dois micro-
organismos testados (E. coli e S aureus). Além disso, esses novos materiais parecem ser muito promissores no
tratamento microbiol 6gico de efluentesindustriais parareuso.
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