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Resumo

Varios métodos tém sido estudados como alternativas para desinfeccdo da agua, dentre eles a
utilizacdo de metais como a prata, principalmente na sua forma nanoestruturada. A
incorporacdo dessas nanoparticulas em algum substrato é indispensavel para que sua
aplicacdo como meio filtrante para desinfeccdo da agua seja eficiente. Este trabalho teve
como objetivo sintetizar nanoparticulas de prata usando o aminoetil-aminopropil-
trimetoxisilano (AES) como estabilizante e agente de acoplamento para incorporar estas
nanoestruturas em particulas de celulose microcristalina objetivando o uso destas como
recheio de filtro para uso na desinfeccdo da agua. Entre as diferentes quantidades de AES
avaliadas, a de 10,8 mmol.L™ foi a que resultou na maior concentracio de nanoparticulas de
prata, com a menor dispersdo de tamanhos e melhor estabilidade coloidal ao longo do tempo.
As imagens de microscopia eletrdnica de transmissao (MET) revelaram que as nanoparticulas
sintetizadas com esta concentracdo de AES apresentaram geometria tendendo a esférica, e
tamanho médio préximo a 5,0 nm. A funcionalizacdo da celulose com as nanoparticulas de
prata foi comprovada por anélises de microscopia eletronica de varredura com efeito de
campo (MEV-FEG), espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e espectroscopia de massa com plasma induzido acoplado (ICP-MS). Ensaios de
microbioldgicos mostraram que o recheio de filtro produzido apresentou excelente atividade
antibacteriana.
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Area Temética: Tecnologias Ambientais

Development of filter filling based on microcrystalline cellulose
functionalized with silver nanoparticles for water disinfection

Abstract

Several methods have been studied as alternatives for water disinfection. Among them, the use
of metals such as silver, mainly in its nanostructured form have gained great attention. The
incorporation of these nanoparticles in a substrate is indispensable to be applied as an
antibacterial filter medium for water disinfection. This work aimed to synthesize silver
nanoparticles using the (aminoethyl-aminopropyl-trimethoxysilane (AES) as stabilizer and
coupling agent to incorporate these nanostructures onto the microcrystalline cellulose
particles. In this way, such functionalized natural particles as an antibacterial filter filling
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capable to disinfect water. Among the different amounts of AES tested, the concentration of
10.8 mmol.L-1 resulted in a higher concentration of silver nanoparticles with smaller
dispersion of sizes, and better colloidal stability along the time. Transmission electron
microscopy (TEM) images revealed that the nanoparticles synthesized with this concentration
of AES presented a geometry tending to spherical and an average size close to 5.0 nm. The
functionalization of the cellulose microparticles with silver nanoparticles was confirmed by
field emission gun scanning electron microscopy (FEG-SEM), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and induced coupled plasma mass spectrometry with (ICP-MS).
Microbiological tests showed that the produced filter filling had an excellent antibacterial
activity.

Key words: Water Disinfection, Silver Nanoparticles, Cellulose Microparticles.

Theme Area: Environmental Technologies

1 Introducgéo

A preocupacdo com a qualidade da agua potavel vem crescendo consideravelmente
nos ultimos anos, fator este vinculado ao aumento significativo da poluicdo mundial. Estudos
vém sendo realizados para viabilizar a utilizacdo de tecnologias alternativas no tratamento da
agua para consumo. Neste contexto, destaca-se 0 emprego de agentes oxidantes em diversos
processos quimicos, tais como: 0z6nio, cloroaminas, diéxido de cloro, iodo, bromo e perdxido
de hidrogénio.

A acdo biocida das nanoparticulas de prata, assim como a de outros 6xidos metalicos
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, deve-se principalmente & sua alta
reatividade (SOUZA, 2007). Estudos realizados por Melaiye et al. (2004) mostraram que 0
mecanismo de agdo dos ifons Ag® contra a bactéria Gram-negativa E.coli inibe a cadeia
respiratoria, interferindo diretamente na replicacdo do DNA da bactéria e inativando as
proteinas celulares.

Para que as nanoparticulas de prata possam ser utilizadas na desinfeccdo da agua, é
necessaria sua incorporacdo em algum substrato. A celulose, em especial, ¢ um composto
natural, biodegradavel, renovavel, atoxico e ecologicamente correto, 0 que a torna atrativa
para uso no desenvolvimento de recheios filtros com propriedades antibacterianas e apelo de
sustentabilidade.

O presente trabalho apresenta uma proposta para o desenvolvimento de um recheio de
filtro, constituido por microparticulas de celulose funcionalizadas com nanoparticulas de
prata, visando sei uso na desinfec¢do de agua para o consumo. Para isso, nanoparticulas de
prata foram sintetizadas empregando um aminosilano para atuar como agente estabilizante e
agente de acoplamento destas nanoestruturas na superficie de microparticulas de celulose.

2 Materiais e Métodos
2.1 Sintese das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram preparadas utilizando-se nitrato de prata (AgNOs,
Cennabras, pureza > 99 %) como sal precursor, 0 aminoetil-aminopropil-trimetoxisilano
(AES, Xiameter OFS-6020, Dow Corning,70-90 % m) como agente estabilizante, e 0
borohidreto de sddio (NaBH,, Cinética, P.A.) como agente redutor dos ions metalicos (Ag®).
Na Figura 1 é apresentada a estrutura quimica da molécula de AES. Todos os reagentes foram
utilizados conforme recebidos, sem purificacdo prévia.
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Figura 1 — Estrutura quimica do AES (3-(2-aminoetilaminopropil)timetoxisilano).
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Inicialmente, o AgNO;3 (0,0157g) e 0 agente estabilizante (AES) foram adicionados
em &gua deionizada (90 mL), e mantidos sob agitacdo durante 48 horas (600 rpm, 20°C).
Diferentes concentracdes do AES (2,7; 5,4; 10,8 e 21,6 mmol.L™) foram utilizadas para
avaliar a sua influéncia sobre a estabilidade coloidal e propriedades morfologicas das
nanoestruturas. As sinteses foram conduzidas sob agitagdo de 600 rpm e temperatura de 20°C
em um reator de 100 mL fabricado em vidro boro-silicato, conectado a um banho
termocriostatico para controlar a temperatura do meio reacional.

A solucdo de NaBH, (10 mL com concentracdo de 0,46 mmol.L™), preparada no
momento da sintese e mantida em banho de gelo, foi adicionada a solucéo de nitrato de prata
e estabilizante (AES) a uma vazdo de aproximadamente 1,0 mL.min™* por meio de uma bureta
graduada de vidro. Apds o término da dosagem da solucdo do agente redutor, o sistema foi
mantido sob agitacdo por mais 30 minutos para garantir o consumo de todos 0s reagentes.

Ao término da sintese, cerca de 10 mL da dispersdo coloidal produzida foi armazenada
em frascos de cor ambar para posterior caracterizacdo. O restante foi destinado a
funcionalizacdo da celulose microcristalina. Todas as reacGes foram feitas em triplicata a fim
de comprovar sua reprodutibilidade.

2.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por espectrofotometria de UV-Vis
(Shimadzu UV — 1601PC) para avaliar as propriedades Opticas de absorbancia da luz. Estas
analises foram conduzidas ao longo do tempo para avaliacdo da estabilidade da dispersdo
coloidal ao longo do tempo. Para isso, as amostras foram diluidas em agua deionizada na
razdo de 1:7 (v/v) e, em seguida, submetidas a leituras de absorcdo em uma cubeta de vidro
com caminho dptico de 10 mm.

Com o propdsito de avaliar a forma geométrica e estimar o tamanho médio e a
dispersdo de tamanhos das nanoparticulas, analises de microscopia eletronica de transmissao
(MET) foram conduzidas em um microscépio JEOL JEM-2100 operando com tensdo de 200
kV. Para esta analise, 10 gotas da dispersdo coloidal concentrada foram gotejadas em grids de
cobre de 300 mesh recobertos com filme de carbono.

2.3 Funcionalizago da celulose microcristalina

Apbs a sintese, 1,0 g das microparticulas de celulose microcristalina (Blanver, com
didmetro médio de 200 pum) foi adicionada em 10, 20 e 100 mL de disperséo coloidal sob
agitacdo de 700 rpm por 1 hora. Estas suspensdes foram mantidas em repouso até a
decantagdo das microparticulas de celulose, até que o sobrenadante apresentasse coloragédo
transparente. A celulose funcionalizada foi seca em estufa (50°C por 24 horas) e curada a
120°C por 180 minutos.

2.4 Caracterizacao da Celulose

A celulose microcristalina foi caracterizada por microscopia eletronica de varredura
com emissédo de campo (MEV-FEG) para visualizagdo da dispersdo das nanoestruturas de
prata na superficie das microparticulas de celulose. Para estas analises, variou-se a razdo entre
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0 volume da dispersdo de prata coloidal e a massa de celulose microcristalina (10, 20 e 100
mL.g™"), mantendo fixa a concentragdo de AES utilizada na sintese (10,8 mmol.L™). Desta
forma, foi possivel obter particulas de celulose contendo trés concentracdes distintas de
nanoparticulas de prata.

Analises de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas para identificagdo dos grupos funcionais presentes na celulose
funcionalizada que comprovassem a ocorréncia das ligagdes quimicas entre as nanoparticulas
de prata e o substrato celul6sico. As analises de FTIR foram conduzidas antes e depois da
cura para se avaliar a influéncia desta etapa na adsorcdo quimica das nanoparticulas de prata
na superficie das microparticulas de celulose. Estas andlises foram realizadas em um
equipamento da PerkinElmer, utilizando o método de Reflexdo Total Atenuada (ATR), com
32 varreduras de 4000 a 600 cm™.

Analises de espectrometria de massa com fonte de plasma induzido acoplado (ICP-
MS) foram realizadas no equipamento Optima 8300 da marca PerkinElmer, para
quantificacdo da prata incorporada na superficie da celulose microcristalina. Para avaliar a
influéncia da quantidade de nanoparticulas de prata na estabilidade térmica do recheio de
filtro produzido, Analises Termogravimétricas (TGA) da celulose funcionalizada foram
conduzidas.

2.5 Avaliacao da Atividade Bacteriana

Os testes de avaliacdo da atividade antibacteriana das microparticulas de celulose
funcionalizadas com as nanoparticulas de prata foram realizados com base na norma ASTM
E2149 — “Determina¢do da Atividade Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos sob
Condigdes de Contatos Dinamicos”. A bactéria Gram negativa Escherichia coli e a Gram
positiva Staphylococcus aureus foram selecionadas para os ensaios pelo fato destas bactérias
estarem diretamente relacionadas aos problemas de salde gerados pelo consumo de agua
contaminada.

O teste antibacteriano foi realizado diluindo-se a solucdo de indculo até se atingir uma
leitura de absorbancia de 0,28 £ 0,01 em 475 nm. A amostra foi submetida a diluicdo seriada
até se alcancar uma diluicdo de 1,5- 3,0x10° UFC.mL™. Para se avaliar a eficiéncia
antibacteriana microparticulas de celulose funcionalizadas com as nanoparticulas de prata
produzidas, outras trés amostras foram preparadas em Erlenmeyers diferentes, cada uma
contendo 50 mL do in6culo e distintas massas de celulose funcionalizada com nanoparticulas
de prata (0,039; 0,024 e 0,0078 g). As amostras foram agitadas em shaker por até 20 minutos
a uma temperatura controlada em 37 °C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
técnica de diluicdo seriada para que se pudesse ter uma quantidade de col6nias na placa de
Petri factivel de ser contada. Em tréplicas, aliquotas de 0,1 mL foram espalhadas sobre a
superficie do &gar nas placas de Petri, com auxilio de uma alga triangular de vidro Drigalski,
até a completa absorcéo.

3 Resultados e Analise dos Resultados

As imagens de MET foram processadas no software aberto ImageJ para estimar as
caracteristicas de tamanho das nanoparticulas de prata (diametro medio e distribuicdo de
tamanho das particulas — DTP). As nanoparticulas obtidas a partir das sinteses conduzidas
com diferentes concentracfes de AES apresentaram uma geometria tendendo a esférica, e
tamanhos médios menores que 9 nm.

Na Tabela 1 séo apresentados os didmetros médios e seus respectivos desvios padrao
das nanoparticulas produzidas com distintas concentracbes de AES. Estes resultados
corroboram com aqueles reportados por Zhang et al.(2013) e Nogueira et al. (2014), nos quais
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0S autores observaram que quanto maior a concentracdo do estabilizante empregado na
sintese, menores tendem a ser os tamanhos das nanoparticulas formadas.

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

[AES] . D,ié_metro E;;:é%
(mmol.L™)  Médio (nm) (nm)
2,7 8,1 +53
5,4 5,8 +2,6
10,8 54 +25
21,6 5,3 +19

Na Figura 2a sdo apresentados os espectros de absorbancia obtidos logo apds a
realizacdo das sinteses conduzidas com as quatro concentracdes do estabilizante AES (2,7,
5,4, 10,8 e 21,6 mmol.L™). Na Figura 2b sdo apresentados os resultados das absorbancias
méaximas medidas ao longo do tempo, com seus respectivos desvios padrdo obtidos a partir
das triplicatas dos experimentos.

Figura 2 — Resultados de espectrofotometria de UV-Vis das nanoparticulas de prata produzidas com diferentes
concentragdes de AES: a) espectros de absorbancia obtidos logo apds a realizagdo das sinteses (primeiro dia); b)
absorbancia méaxima ao longo de 10 dias.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 2a (espectros medidos logo apos as
sinteses), percebe-se que o aumento da concentracdo de AES levou a obtencdo de espectros
com maiores picos de absorbancia de luz. Os resultados mostrados na Figura 2b permitem
avaliar, através da absorbancia maxima, a estabilidade da disperséo de prata coloidal ao longo
tempo produzidas com diferentes concentragdes de AES. A partir destes resultados, verificou-
se que a concentracdo de AES de 10,8 mmol.L™ foi a que resultou na melhor estabilidade
coloidal ao longo do tempo e na maior concentracdo de nanoparticulas. Por esta razdo, as
nanoparticulas de prata sintetizadas com 10,8 mmol.L™" de AES foram selecionadas para
serem incorporadas nas microparticulas de celulose.

Analises de MEV-FEG foram realizadas para as amostras de celulose funcionalizadas
com as distintas quantidades de nanoparticulas de prata visando identificar a presenca e a
dispersdo das mesmas na superficie das microparticulas de celulose (Figura 3). Nas imagens
mostradas nas Figuras 3b, 3c e 3d, verifica-se a presenca de pontos mais claros que sugerem a
presenca das nanoparticulas de prata, uma vez que materiais metélicos tendem a apresentar
fluorescéncia quando submetidos ao feixe de eletrons durante andlise de MEV-FEG
(DEDAVID, 2007).
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Figura 3 — Analises MEV-FEG variando as proporcdes entre o volume da dispersao de prata coloidal e a massa
de celulose microcristalina: a) celulose pura - P0:1 (0 mL.g™); b) P10:1 (10 mL.g™); ¢) P20:1 (20 mL.g™); d)
P100:1 (100 mL.g™).

O processo de mistura dos reagentes por 48 horas antes da sintese (AgNOs, AES e
agua deionizada) é de extrema importancia, pois o contato entre o aminosilano e a agua
permite que ocorra a reacdo de hidrélise dos grupos metoxisilano (Si-O-CHg;) contidos no
AES para formar os grupos reativos silanol (Si-OH) (Grasset et al., 2003, Matinlinna et al.,
2006). Na presenga de superficies ricas em hidroxilas (OH), como é o caso da celulose, 0s
grupos silanol sofrem uma reagdo de condensacdo, o que resulta na ligagdo entre a molécula
do aminosilano com a superficie da celulose (Si-O-C). Como as nanoparticulas de prata
encontram-se ligadas aos atomos de nitrogénio dos grupos funcionais amina do AES por
ligacbes de coordenacdo (Fantini et al., 2005), as mesmas acabam sendo quimicamente
incorporadas na superficie da celulose, o que faz com que o AES atue como um agente de
acoplamento entre a nanoprata e a celulose.

As andlises de (FTIR) foram conduzidas buscando identificar as ligagdes quimicas
entre o substrato (celulose) e as nanoparticulas formadas, tendo o aminosilano AES como
molécula ligante (Figura 4). A partir dos espectros, percebe-se a presenga das bandas que
representam picos caracteristicos da celulose e 3338 (O-H), 2892 (C-H), 1388 (CH,) e 1030
(C-O-C) cm™. A existéncia de picos em aproximadamente 1246 e 1257 cm™ podem
significar a ligacdo Si-O-C (Huang et al., 2014) formada entre o0 aminosilano e a celulose.

Anadlises de ICP-MS foram conduzidas com o objetivo de identificar a quantidade de
nanoparticulas de prata presente em cada amostra. As amostras de celulose funcionalizada
selecionadas para esta analise foram aquelas preparadas com distintas proporcdes entre o
volume da dispersdo de prata coloidal e a massa de celulose (10:1, 20:1 e 100:1 mL.g™),
contendo nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes concentracdes do AES (5,4, 10,8
e 21,6 mmol.L™). Os resultados obtidos podem ser verificados na Tabela 2. De acordo com
estes resultados, o uso da concentracio de AES de 10,8 mmol.L™ resultou nos maiores valores
de nanoprata incorporada por massa de celulose. J& o uso da maior concentracdo de AES
(21,6 mmol.L™) foi o que resultou na menor quantidade de nanoprata incorporada por massa
de celulose. Este resultado é mais evidente para as amostras de celulose funcionalizadas
produzidas na proporc¢édo de 100:1 entre o volume de prata coloidal e a massa de celulose.
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Figura 4 — Espectros de FTIR das amostras de celulose pura e funcionalizadas, secas a temperatura ambiente e
curada em estufa: a) espectros completos, b) ampliacdo para visualizacdo das bandas de ligacdo na regido entre
600 e 1800 cm™.
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Tabela 2 — Quantidade de prata incorporada nas amostras de celulose funcionalizada.
Quantidade de prata

Amostra na celulose (mg.g™)
P100:1-5/4 535+0,6
P100:1-10,8 6,44 +0,8
P100:1-21,6 1,79+0,4
P20:1-54 1,69+0,5
pP20:1-10,8 1,87+£0,1
P20:1-21,6 1,65+0,1
P10:1-54 0,68+0,2
P10:1-10,8 1,10+ 0,2
P10:1-21,6 0,80+0,0

As anélises de atividade antibacteriana foram realizadas para a amostra com maior
proporcéo entre o volume de dispersédo de prata coloidal e a massa de celulose (100:1 mL.g™),
e a melhor concentracdo de AES constatada pelas analises mostradas nesse trabalho (10,8
mmol.L™). As concentracBes de nanoparticulas de prata selecionadas para se proceder com a
avaliacdo de atividade antibacteriana foi de 5 ppm, 3 ppm e 1 ppm. Avaliando-se as médias da
reducdo de UFC/mL para a Escherichia coli, observou-se que em ambos os tratamentos (3
ppm e 5 ppm), houve uma reducdo de mais de 98% nos 15 minutos de contato, passando para
100% de reducdo na concentracdo 5 ppm em 20 min. de contato. A melhor acdo
antibacteriana para Staphylococcus aureus pode ser observada nas concentracbes de 3 e 5
ppm, onde em apenas 20 minutos foi possivel eliminar praticamente 100% das bactérias
presentes no meio.

4 Conclusao

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas com sucesso utilizando o aminoetil-
aminopropil-trimetoxisilano (AES) como agente estabilizante. Entre as concentra¢des de AES
testadas, a de 10,8 mmol.L™ foi a que resultou na maior concentracio de nanoparticulas de
prata e maior estabilidade coloidal ao longo do tempo. O uso do AES como agente
estabilizante resultou na producéo de nanoparticulas de prata com forma geométrica tendendo
a esférica, e tamanhos medios menores que 9 nm.
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A funcionalizacdo das particulas de celulose microcristalina com as nanoparticulas de
prata foi comprovada inicialmente por observagdo visual (aquisicdo de coloragdo
amarronzada pelas microparticulas de celulose, originalmente de cor branca), e depois por
anélise de MEV-FEG e FTIR.

Os espectros de FTIR apresentam pequenos picos que apontam para a formacdo da
ligagdo covalente Si-O-C, o que evidencia a incorpora¢do quimica das nanoparticulas de prata
por meio de moléculas do aminosilano aminoetil-aminopropil-trimetoxisilano (AES).

Os ensaios microbioldgicos comprovaram a acdo antibacteriana do recheio de filtro
desenvolvido, porém mais estudos necessitam ser realizados para se determinar uma
quantidade 6tima de recheio em relacéo ao volume de agua contaminada de forma a permitir a
construcdo de um filtro cujo tempo de residéncia seja adequado para a completa letalidade das
bactérias presentes no meio.
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