o
£
E
=]
©
~
©
3
©
©
o
[}
©
[%2]
s
>
2
=
=
©
o
o
c
©
c
o
=]
c
[}
g
c
o
o
[}
(%2}
S
=
Q
(8]

Desenvolvimento de membranas de acetato de

Joana Luisa Padrdo Cruz Costa e Silva

UMinho | 2015

Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Joana Luisa Padrao Cruz Costa e Silva

Desenvolvimento de membranas de acetato
de celulose contendo nanoparticulas de
prata/aluminio

junho de 2015






7\
\

I'\

Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Joana Luisa Padrao Cruz Costa e Silva

Desenvolvimento de membranas de acetato
de celulose contendo nanoparticulas de
prata/aluminio

Dissertacdo de Mestrado
Ciclo de Estudos Integrados Conducentes ao
Grau de Mestre em Engenharia de Polimeros

Trabalho efetuado sob a orientagéo do
Doutora Ana Sofia Abreu

Professora Doutora Ana Vera Machado

junho de 2015



DECLARACAO

Nome: Joana Luisa Padrao Cruz Costa e Silva

Endereco eletrdénico: joana.luisa.silva@gmail.com Telemovel: 916296253
Numero do Cartao de Cidadao: 13362317

Titulo da dissertacao:

Desenvolvimento de membranas de acetato de celulose contendo nanoparticulas de

prata/aluminio

Orientador(es):

Doutora Ana Sofia Abreu

Professora Doutora Ana Vera Machado
Ano de conclusao: 2015

Designacao do Mestrado:

Mestrado Integrado em Engenharia de Polimeros

DE ACORDO COM A LEGISLACAO EM VIGOR, NAO E PERMITIDA A REPRODUCAO DE
QUALQUER PARTE DESTA TESE/TRABALHO

Universidade do Minho, /[

Assinatura:




Agradecimentos

Com a conclusao desta dissertacdo de Mestrado, varias foram as pessoas que me orientaram e
ajudaram para que o trabalho fosse concluido. A essas pessoas gostaria de deixar algumas

palavras.

Em primeiro lugar quero agradecer a minha orientadora, Doutora Ana Sofia Abreu pela
oportunidade de realizar este trabalho, assim como pela sua orientacao, disponibilidade, incentivo,
paciéncia e simpatia. Obrigada pela ajuda nos trabalhos laboratoriais, tratamento e interpretacéo

de resultados, mas sobretudo pelos conselhos e conversas.

A minha coorientadora, Professora Doutora Ana Vera Machado pelo apoio e orientacdo, assim

como pela sua disponibilidade e ajuda no tratamento e interpretacao de resultados.

Agradeco ainda ao Doutor Manuel Oliveira pela colaboracdo e ajuda na deposicdo das
nanoparticulas de aluminio, bem como a simpatia e 0 apoio nas discussoes e interpretacoes de

resultados.

Ao Centro de Engenharia Bioldgica pelo equipamento e material disponibilizado. Um especial

agradecimento & Célia Cruz pela colaboracéo e ajuda na realizacdo dos ensaios.

Quero também agradecer aos meus colegas de laboratorio, Ana Lima, Gabriela Azevedo e Isabel

Moura pelos bons momentos, simpatia e colaboracéo durante o trabalho de investigacao.

Ao Engenheiro Mauricio Malheiro ndo posso deixar de referir o meu reconhecimento pela ajuda

prestada na realizacao dos ensaios e preparacao de amostras.

Quero também agradecer aos meus amigos, particularmente a Joana Braz e ao Ricardo Sora pelos

grandes momentos proporcionados que serviram de fuga a falta de inspiracao.

Por fim, gostaria de agradecer ao Salvador e a minha tia Carla pela compreensao e apoio, assim
como o auxilio prestado na reta final desta dissertacdo. Aos meus pais agradeco pela paciéncia,
amor incondicional e disponibilidade permanente demonstrados durante a realizacao deste

trabalho de investigacao, assim como o incentivo para levar avante esta dissertacao.







Resumo

O objetivo da presente dissertacdo consiste em desenvolver e avaliar o potencial de uma
membrana biopolimérica de acetato de celulose (AC), contendo nanoparticulas de prata (Ag-NPs)
e/ou aluminio (A-NPs) no tratamento e remediacdo de meios aquaticos. Para esse efeito, foram
sintetizadas membranas de AC contendo Ag-NPs e/ou Al-NPs através do método de evaporacao
do solvente, obtendo-se Ag-NPs por reducdo quimica do nitrato de prata (AgNO;) com o agente
redutor, borohidreto de sddio (NaBH.). As Al-NPs foram obtidas por sintese /n sifuzde um precursor
a base de aluminio, o isopropoxido de aluminio (Al(Pr-£0),) na presenca de acido cloridrico (HCI).
Investigou-se ainda o efeito da estabilizacdo das Ag-NPs através da incorporacdo de um
surfactante, o poloxamer 407 (P407).

As membranas de AC contendo Ag-NPs com e sem a presenca do P407 foram
caracterizadas através de ensaios de microscopia eletrdnica de varrimento (SEM), espectroscopia
dispersiva de raios-X (EDS), dispersdo de luz dindmica (DLS), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA), espectroscopia UV-Visivel,
analise dinamico-mecanica (DMA) e medicdo de angulos de contacto, assim como através de
estudos da atividade antibacteriana. Como o principal objetivo desta dissertacdo consiste no
desenvolvimento de uma membrana de nanocomposito para duas possiveis aplicacdes no
tratamento de agua contaminadas, inibir/remover microrganismos e o ido fosfato, foram
realizados estudos da atividade antibacteriana, assim como estudos cinéticos de adsorcéo de
fosforo.

Da caracterizacao das membranas obtidas conclui-se que a incorporacdo de Ag-NPs na
matriz de AC induziu uma melhoria das propriedades térmicas e mecanicas relativamente as de
AC puro. Enquanto, a incorporacao de P407 introduziu modificacbes superficiais na matriz de AC
tornando-a mais hidrofilica. Resultados obtidos no estudo cinético de adsorcao de fésforo nas
membranas contendo Ag-NPs e AI-NPs confirmaram a eficiéncia destas membranas na remocao
do fosforo. Relativamente ao caracter antibacteriano destas, este foi comprovado /7 sifu, no qual

se verificou o efeito bactericida nos testes realizados em aguas com bactérias em suspensao.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, nanoparticulas de aluminio, poloxamer 407,

membrana de nanocomposito, acetato de celulose, fosforo, atividade antibacteriana.







Abstract

The aim of this dissertation is to develop and evaluate the potential of a biopolymeric
membrane of cellulose acetate (CA), containing silver nanoparticles (Ag-NPs) and/or aluminum
nanoparticles (AI-NPs) for the treatment and remediation of aquatic environments. For this
purpose, CA membranes containing Ag-NPs and/or AI-NPs were synthesized by solvent casting,
resulting in Ag-NPs obtained by chemical reduction of silver nitrate (AgNO;) with the reducing agent,
sodium borohydride (NaBH.). The Al-NPs were obtained by /in7 sifu synthesis of an aluminum-based
precursor, aluminum isopropoxide (Al(Pr-£QO);) in the presence of hydrochloric acid (HCI). The
stabilization effect of Ag-NPs through the incorporation of a surfactant, poloxamer 407 (P407), was
also investigated.

The CA membranes containing Ag-NPs with and without the presence of P407 were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), dispersive X-ray spectroscopy (EDS),
dynamic light scattering (DLS), Fourier-transformed infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetry
analysis (TGA), ultraviolet-visible absorption spectroscopy, dynamic mechanical analysis (DMA),
and contact angle measurement, as well as antibacterial activity studies. Since the main objective
of this dissertation is the development of a nanocomposite membrane for two possible applications
for contaminated water treatment, able to inhibit/remove microorganisms and phosphate ion,
antibacterial activity studies, as well as adsorption kinetics of phosphorus studies, were performed.

The characterization of the obtained membranes show that the incorporation of Ag-NPs in
the CA matrix induced an improvement of the thermal and mechanical properties of the pure CA.
The incorporation of P407 introduced superficial changes in the CA matrix, making the membrane
more hydrophilic. Results obtained from the adsorption kinetics of phosphorous studies confirmed
the phosphorous removal effectiveness of the CA membranes containing Ag-NPs and AI-NPs. /n
situ CA membranes containing Ag-NPs and Al-NPs antimicrobial behavior was proved, which

revealed the bactericidal effect in the performed tests against suspended bacteria in water.

Keywords: Silver nanoparticles, aluminum nanoparticles, poloxamer 407, nanocomposite

membrane, cellulose acetate, phosphorus, antibacterial activity.
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Capitulo | = Introducgdo

1. Enquadramento

O presente trabalho foi desenvolvido no ambito da unidade curricular Dissertacdo em

Engenharia de Polimeros do plano de estudos do Mestrado Integrado em Engenharia de Polimeros.

Nos ultimos anos, tem-se assistido a uma diminuicao consideravel da qualidade da agua,
limitando assim a acessibilidade de agua potavel, principalmente nos paises em desenvolvimento
[1].

De acordo com o relatorio da World Health Organization (Organizacdo Mundial de Saude -
WHO), estima-se que cerca de metade da populacdo dos paises em desenvolvimento (1,1 bilhdo
de pessoas) apresentam problemas de saude relacionados com a falta de acesso a agua prépria
para beber ou devido & presenca de microrganismos em aguas contaminadas [2-4].

Embora a natureza de contaminacao de aguas possa variar, esta € tipicamente devida ao
saneamento inadequado, crescimento excessivo de algas relacionado com o aumento da
concentracdo de fosforo e nitrogénio no meio aquatico provocada pelo uso intensivo de fertilizantes
em exploracoes agricolas, assim como a exploracdo animal intensiva, metais pesados, salinidade
causada pela irrigacdo generalizada e ineficiente, e altas cargas de sedimentos resultantes da
erosao dos solos a montante [5].

Dada a importancia do acesso a agua potavel, tanto pela populacdo dos paises em
desenvolvimento, como pela populacdo dos paises desenvolvidos, e tendo em conta as
preocupacdes sobre a viabilidade das praticas atuais em atender as crescentes procuras de todos
0S usuarios de agua, existe uma clara necessidade para o desenvolvimento de novas tecnologias
e materiais inovadores em que os desafios associados ao fornecimento de agua potavel segura
possam ser abordados [5].

Atualmente, os processos de separacdo por membranas poliméricas contendo
nanoparticulas inorganicas com dimensoes na ordem dos nanometros, tém-se revelado como um
caminho de investigacdo promissor e inovativo, capazes de fornecer solucdes eficazes e
duradouras para um melhor abastecimento de agua com uma qualidade adequada para atender
as necessidades humanas, ambientais e industriais [6]. O interesse nestas membranas
poliméricas organica-inorganica, deve-se ao facto das nanoparticulas inorganicas incorporadas
exibirem uma melhoria notavel nas propriedades e desempenho da membrana polimérica, devido

a elevada razao de aspeto e de superficie-volume, assim como grande reatividade apresentada
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pelas mesmas. O que contribui para um desenvolvimento mais eficaz, duravel e de menor custo
global do que as opcdes convencionais para a remocao de contaminantes da agua, quer /n7 Situ
quer em sistemas de purificacdo de agua [1, 5].

Na presente dissertacdo foram preparadas e avaliadas experimentalmente as
potencialidades e eficiéncia de membranas de acetato de celulose (AC) contendo nanoparticulas
de prata (Ag-NPs) e de aluminio (AI-NPs). A escolha destas nanoparticulas, principalmente das Ag-
NPs, deveu-se as suas propriedades oticas especificas e a possivel aplicabilidade dos
nanocompositos contendo estas cargas como agentes antibacterianos. Por outro lado, a escolha

das Al-NPs deveu-se ao efeito conhecido destas na remocao de ido fosfato de aguas eutroficas.

2. Objetivos

O objetivo da presente dissertacdo consiste no desenvolvimento de uma membrana
polimérica contendo Ag-NPs e AI-NPs, para a remediacdo de meios aquaticos contaminados com
microrganismos, podendo ainda ser utilizado para a remocao de aguas contaminadas com o iao
fosfato. Para este efeito, 0 acetato de celulose é usado como matriz polimérica uma vez que possui
na sua cadeia polimérica, grupos hidroxilos que lhe conferem grande reatividade, enquanto, o
nitrato de prata e o isopropdxido de aluminio sdo os precursores metalicos utilizados para
promover a formacao de Ag-NPs e Al-NPs, respetivamente.

Com este trabalho de investigacdo, pretende-se ainda avaliar o efeito da estabilizacdo das
Ag-NPs através da incorporacdo do poloxamer 407, nas propriedades 6ticas, mecanicas, térmicas,
assim como no estudo das propriedades antibacterianas das membranas AC contendo Ag-NPs.

Para atingir com sucesso os objetivos tracados torna-se, necessario adotar uma estratégia
de trabalho, que se pode traduzir na seguinte sequéncia de acoes:

1) Desenvolvimento de membranas de AC contendo Ag-NPs obtidas /n sifu por reducédo
quimica do nitrato de prata com o agente redutor, borohidreto de sédio, com e sem a
incorporacao de poloxamer 407, de modo a avaliar o efeito do surfactante na estabilizacao
das Ag-NPs.

2) Caracterizacdo das membranas de nanocompositos obtidos e estabelecimento da relacdo
entre as propriedades finais das membranas contendo Ag-NPs, com as membranas
contendo Ag-NPs estabilizadas pelo poloxamer 407 a diferentes concentracdes, contudo

sempre a uma proporcdo 1:1 (AgNO,/P407).




Capitulo | = Introducgdo

3) Desenvolvimento de membranas de AC contendo Ag-NPs, juntamente com AI-NPs obtidas
por sintese /n sifu de um precursor a base de aluminio, o isopropoxido de aluminio numa
solucéo de acetato de celulose, sendo esta solucao posteriormente processada em forma
de membrana por evaporacao do solvente.

4) Estudo da influéncia de diferentes concentracdes de A-NPs na remocao do ido fosfato de
uma solucéo contendo fésforo.

5) Correlacdo entre as propriedades antibacterianas das membranas desenvolvidas contendo
Ag-NPs e as propriedades antibacterianas das membranas desenvolvidas contendo Ag-

NPs/AI-NPs.

3. Organizacao da Dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos, orientados no sentido de
apresentar o trabalho desenvolvido ao longo desta investigacao. No Capitulo 1 apresenta-se uma
breve introducao ao trabalho de investigacdo, assim como os objetivos gerais da dissertacao, e o
modo como esta foi organizada. O Capitulo 2 constitui uma breve revisao bibliografica feita
durante toda a duracdao do trabalho, acerca de nanocompositos poliméricos contendo
nanoparticulas metalicas, nomeadamente as Ag-NPs e Al-NPs. Por fim, faz-se uma breve alusdo
as estratégias de obtencao dos nanocompdsitos contendo Ag-NPs, incidindo-se na importancia do
uso de surfactante e enfatizando as suas potencialidades na estabilizacdo das Ag-NPs, dando-se
especial énfase ao poloxamer 407. No Capitulo 3, apresentam-se os materiais e métodos usados
durante a execucao do trabalho de investigacdo. No Capitulo 4 apresentam-se os resultados
obtidos da caracterizacdo efetuada aos nanocompdsitos de AC contendo Ag-NPs com e sem a
presenca do poloxamer 407 em termos da sua atividade antibacteriana, morfologia, composicéo
quimica, assim como, as suas caracteristicas superficiais e térmicas. Na parte final deste capitulo,
apresentam-se e discutem-se os resultados relativos ao estudo da remocéao de fésforo, assim como
as propriedades antibacterianas das membranas de nanocompositos de AC contendo AI-NPs,
juntamente com as Ag-NPs previamente sintetizadas e caracterizadas. No Capitulo 5 faz-se uma
sintese das principais conclusdes do trabalho efetuado, e apresentam-se algumas ideias e
sugestdes para trabalho futuro, de modo a possibilitar a continuidade do trabalho desenvolvido

nesta dissertacao.
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1. Enquadramento

Neste capitulo sao abordados os conceitos tedricos que serviram de base para a execucao
deste trabalho. Como tal, comeca-se por fazer uma breve revisao bibliografica sobre a estrutura
do acetato de celulose, matriz utilizada para execucdo deste trabalho. Referem-se, ainda, os
estudos realizados com nanocompdsitos de AC contendo Ag-NPs, assim como a influéncia do
tamanho e forma das Ag-NPs nas bactérias. Faz-se, também, um levantamento bibliografico dos
métodos conhecidos capazes de remover o ido fosfato, dando-se especial atencdo aos
nanocompdsitos com base em percursores de aluminio. Por fim, faz-se uma breve alusdo as
estratégias de obtencéo dos nanocompodsitos contendo Ag-NPs, incidindo-se na importancia do
uso de surfactante e enfatizando as suas potencialidades na estabilizacdo das Ag-NPs, dando-se

especial énfase ao poloxamer 407, surfactante utilizado neste trabalho de investigacao.

2. Nanotecnologia

A Nanoctecnologia € uma area emergente da nanociéncia, que envolve a producao, a
manipulacéo e a aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas, através do controlo da sua forma
e tamanho a escala nanométrica. Isto &, esta tecnologia proporciona a capacidade de sintetizar
estruturas numa escala nanométrica, definidas normalmente como estruturas contendo
componentes e/ou caracteristicas estruturais com pelo menos uma dimensao no intervalode 1 a
100 nm, com controlo preciso de tamanho e composicdo, dando-lhes assim a possibilidade de
organizar estruturas maiores com propriedades e funcdes Unicas [7, 8]. De entre os muitos
nanomateriais promissores destacam-se as nanoparticulas metalicas, devido a elevada razéo de

aspeto e de superficie-volume, e grande reatividade apresentada por estas [5].

3. Biopolimeros, Acetato de Celulose

Nos ultimos anos tem-se assistido a um interesse renovado na utilizacao de biopolimeros,
polimeros obtidos de fontes renovaveis, em novas aplicacdes devido a dois fatores, primeiro a
maior preocupacao ambiental existente hoje em dia e segundo, a escassez dos recursos fosseis e

consequente aumento do preco destes materiais [9].
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De entre os polimeros obtidos a partir de fontes renovaveis, a celulose & o polimero mais
abundante na natureza, assim como o componente mais importante da parede celular das plantas,
sendo por isso considerado uma matéria-prima quase inesgotavel [9, 10].

O acetato de celulose (AC), representado na Figura 1, é um dos derivados da celulose,
obtido através da reacao de acetilacao da celulose, e possui propriedades Unicas das quais se
destacam superficie hidrofilica, alta funcionalidade, baixo custo e possibilidade de modificacao

quimica [11-13]. Posto isto, é possivel notar a versatilidade dos materiais compostos por AC.

Figura 1 - Estrutura do acetato de celulose [14].

Devido as suas caracteristicas, o AC tem vindo a ser utilizado numa vasta gama de
aplicacbes em diversas areas como a industria téxtil, alimentar, eletronica, bem como em
aplicacoes biomédicas e de filtracdo sob a forma de membranas [15, 16].

No entanto, o AC também apresenta algumas propriedades desfavoraveis, como a pobre
resisténcia ao cloro, baixa resisténcia mecanica e o facto de s6 poder ser usado numa gama
limitada de temperatura (menor de 30° C) [17, 18]. Deste modo, a incorporacao de nanoparticulas
inorganicas veio proporcionar uma alternativa para desenvolver novos nanocompositos, tendo

como objetivo o melhoramento do desempenho dos materiais obtidos.

4. Nanocompdsitos

Os nanocompdsitos poliméricos sdo materiais constituidos por uma matriz polimérica
organica a qual se juntam cargas inorganicas com dimensdes nanométricas (1 a 100 nm) [19].
Esta combinacao tem como objetivo promover o desempenho das propriedades ja existentes e
proporcionar novas propriedades a estes materiais nanocompositos, uma vez que a combinacao
a nivel molecular de uma estrutura organica com outra inorganica permite a formacao de um

nanocompdsito com propriedades especificas, que nao sao possiveis de obter com outros tipos de

10



Capitulo Il — Estado da Arte

materiais, tais como os materiais resultantes de misturas fisicas, nos quais as propriedades
resultam da soma de cada componente em particular € ndo na criacao de novas capacidades
como resultado da reacao quimica entre dois ou mais componentes [20-22].

Desta forma, a incorporacao de nanoparticulas inorgénicas na ordem dos 1 a 100 nm numa
matriz de polimero organico, melhoram as propriedades e desempenho do nanocompadsito, tanto
a nivel mecanico como térmico, devido as razdes de aspeto e de superficie-volume muito elevadas
apresentada pelas nanoparticulas inorganicas, que permitem uma elevada interface entre a matriz
e a carga [23, 24].

Nestes materiais, geralmente, a fase inorganica confere propriedades caracteristicas (¢ticas,
eletronicas, magnéticas, mecanicas) que podem ser facilmente moduladas, enquanto a fase
organica ira controlar a reatividade e estabilidade das nanoparticulas proporcionando varias
interfaces possiveis [23].

Dependendo da natureza da interface e, por conseguinte, da natureza da interacdo da
ligacdo quimica entre as espécies organicas e inorganicas, estes materiais hibridos podem ser
divididos em duas classes distintas [20, 24]:

— Classe I: nestes materiais, as interacdes quimicas entre os componentes sao relativamente

fracas, do tipo Van der Waals, ligacdes de hidrogénio ou eletrostaticas [24].

— Classe IlI: nestes materiais, os componentes organicos e inorganicos estabelecem ligacdes

covalentes puras ou covalentes parcialmente idnicas [24].

A fronteira entre estas duas classes é no entanto ténue, surgindo materiais que apresentam
caracteristicas comuns a ambas [23].

Nesta dissertacdo foram investigadas dois tipos de nanoparticulas metalicas como cargas
em nanocompositos, as Ag-NPs e as Al-NPs. Conforme referido anteriormente, a escolha destas
nanoparticulas, principalmente das Ag-NPs, deveu-se as suas propriedades oticas especificas e a
possivel aplicabilidade dos nanocompdsitos contendo estas cargas como agentes antibacterianos.
Por outro lado, a escolha das Al-NPs deveu-se ao efeito conhecido destas na remocéao de ido fosfato

de aguas eutroficas.

4.1. Nanocompdsitos poliméricos contendo Ag-NPs

Durante séculos, a prata tem sido conhecida devido as suas propriedades antibacterianas,

principalmente na area da saude. Em 1884, o uso de solucdes diluidas de sais de prata no

11
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tratamento de infecbes oculares em recém-nascidos era uma pratica bastante comum [25], assim
como no tratamento de feridas e queimaduras de soldados durante a primeira Guerra Mundial
[26].

Por comparacao com todos os agentes antibacterianos conhecidos, a prata é provavelmente
0 agente antibacteriano mais utilizado, uma vez que exibe uma forte toxicidade para uma ampla
gama de microrganismos, e simultaneamente uma baixa toxicidade para os humanos [27, 28].

A prata exibe uma acéo oligodinamica, isto &, em concentracdes baixas afeta a atividade de
organismos vivos podendo, dependendo da concentracdo, estimular, inibir, ou mesmo destruir o
organismo. Apresenta assim, a capacidade de inibicdo do crescimento de bactérias, efeito

bacteriostatico, e/ou destruicdo das bactérias, efeito bactericida [29, 30].

A prata, tanto na forma iénica (Ag’) como metdlica (Ag’), apresentam uma citotoxicidade
forte para uma ampla gama de microrganismos. No entanto, quando a prata metalica é exposta a
ambientes aquosos, sdo produzidos e libertados ides de prata que vao exercer atividade
antibacteriana. Desta forma, o mecanismo de acdo antibacteriano da prata metéalica tem sido
considerado idéntico ao da prata ionica [31, 32].

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, tem-se verificado um interesse significativo em
nanomateriais, principalmente nas Ag-NPs devido as razdes de aspeto e de superficie-volume
muito elevadas apresentada por estas nanoparticulas, que permitem uma maior incorporacao de
nanoparticulas no interior da bactéria promovendo a sua eficacia de uma forma controlada [3, 23,
24].

Uma importante aplicacdo de nanocompositos poliméricos contendo Ag-NPs consiste no
desenvolvimento de filmes para embalagens alimentares com propriedades antibacterianas. Estes
filmes requerem polimeros biocompativeis com propriedades especificas, ou seja, filmes a base
de biopolimeros que atuem como barreiras contra a humidade, oxigénio, sabor, aroma,
melhorando a qualidade dos alimentos, assim como tempo de vida dos produtos alimentares [33].
Varsha ef al. [34] obtiveram filmes de AC contendo Ag-NPs, através da reducao do AgNO; com o
DMF. De acordo com este estudo, o filme AC/Ag apresentou um efeito bacteriostatico, ou seja,
inibiu o crescimento das bactérias num meio com nutrientes, mostrando assim, o potencial destes
filmes como embalagens alimentares. Sabendo que uma das principais funcbes dos filmes é
diminuir a transferéncia de humidade entre a atmosfera e os alimentos, num mesmo estudo

verificou-se que a natureza hidrofébica do AC exibia uma forte barreira contra a permeacado de
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vapor de agua, corroborando assim a sua possivel aplicacao em materiais para embalagens
alimentares [34].

Uma outra aplicacdo de nanocompdsitos poliméricos contendo Ag-NPs consiste no
desenvolvimento de membranas antibacterianas para tratamento e remediacao de agua. Faria ef
al. [35] e Moraes et al. [36] investigaram e desenvolveram membranas poliméricas porosas
antibacterianas a partir de AC e Ag-NPs suportadas em éxido de grafeno. Segundo estes estudos,
apos um contato por um periodo de duas horas das membranas com as solucdes aquosas
contendo Staphylococcus aureus e Escherichia coli; foi verificada uma inibicdo de 100% para
ambas as bactérias, demonstrando assim o excelente potencial destas membranas para a reducao
de bactérias de solucdes aquosas. O mesmo foi verificado por Madaeni ef a/. [37] para as bactérias
Actinobacteria e Spirochetes, por filtracdo de aguas residuais contendo estas bactérias através de
uma membrana de AC com Ag-NPs incorporadas. Este estudo, também revelou o efeito bactericida
apresentado pelas membranas AC/Ag, tendo-se verificado a eliminacdo total das bactérias das
amostras de aguas residuais filtradas.

Neste contexto, a associacdo de Ag-NPs a biopolimeros, como o AC representa uma
abordagem estimulante para o desenvolvimento de novos materiais nanocompositos com uma
elevada diversidade de aplicacbes, nomeadamente em materiais onde as propriedades

antibacterianas sao cruciais.

4.1.1. Atividade antibacteriana

Apesar de as propriedades antibacterianas da prata serem bastante conhecidas ha séculos,
s6 recentemente € que se comecaram a compreender os mecanismos pelos quais a prata é capaz
de inibir o crescimento bacteriano. A maioria dos estudos sugere que as Ag-NPs sdo capazes de
se fixarem na superficie das membranas celulares das bactérias, penetrando-as e
consequentemente, perturbando a permeabilidade e as funcdes respiratorias dos microrganismos
(Figura 2). Existe assim, a formacao de cavidades na superficie das membranas e, consequente,
acumulacao das nanoparticulas na superficie da mesma [38-40].

A formacao de radicais livres pelas nanoparticulas de prata pode ser considerado outro dos
mecanismos capaz de provocar a morte celular das bactérias [41] Os estudos de espectroscopia
de ressonancia do eletrao reportados por Danilczuk ef a/. [42] sugerem a formacao de radicais
livres pelas Ag-NPs apos contacto com as bactérias, sendo estes capazes de danificar a membrana

celular, tornando-a porosa e consequentemente levando a morte do microrganismo.
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Outro dos mecanismos sugeridos consiste na libertacdo de ides de prata pelas
nanoparticulas, sendo estes capazes de interagir com os grupos tiol (-SH) de varias enzimas
inativando-as. Os ibes de prata formam ligacdes estaveis S-Ag que inibem varias funcbes
respiratérias dos microrganismos, e consequentemente danificando a membrana celular [43].
Alguns estudos referem ainda, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sao
produzidas, possivelmente através da inibicdo das funcdes respiratorias pelos ides de prata
podendo atacar a membrana celular levando a sua rutura ou, mesmo causando danos no ADN
[38, 44].

Os danos verificados nas paredes celulares podem ser causados pela interacdo das Ag-NPs
com os compostos da parede celular contendo enxofre e fosforo, uma vez que a prata apresenta
uma elevada afinidade com estes compostos [45, 46], levando assim, a morte celular. Por outro
lado, o ADN também ¢ constituido na sua maioria por enxofre e fosforo, o que significa que as
interacdes das Ag-NPs com estes compostos do ADN acabam por evitar a replicacao do ADN,

levando a morte do microrganismo [47].

. * o A
g Nano-scaled silver
@ Silverion

Membrane protein

Figura 2 - Esquema representativo das possiveis interacdes das Ag-NPs com células bacterianas /4/].

As bactérias, em relacdo a composicao da parede celular, podem ser divididas em dois
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Esta divisdo é baseada na estrutura da sua parede
celular e resulta da resposta das bactérias a técnica de Gram. De acordo com este teste as
bactérias Gram-positivas mantém a cor violeta do corante enquanto as Gram-negativas apresentam

uma alteracao da cor para rosa ou vermelho [29].
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Feng et al. [48] realizaram um estudo de modo a observar os efeitos dos ides de prata sobre
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, nomeadamente sobre Stapfiylococcus aureus e
Escherichia coli. Segundo este estudo, as bactérias que foram expostas a uma concentracao de
10 pg/mL AgNO; durante 4 a 12 horas, apresentaram uma parede celular danificada, sendo
possivel observar-se na Figura 3, granulos densos de eletrdes no exterior e interior da célula. De
acordo com a analise quimica por raios-X efetuada a estes granulos foi possivel verificar que estes
continham prata e enxofre na sua composicao quimica, suportando assim a ideia de que a prata
inativa proteinas ligando-se a compostos contendo enxofre [48]. Neste estudo, observou-se
também que a Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa, apresentava mais danos estruturais
do que a Staphylococcus aureus, uma bactéria gram-positiva. Esta diferenca deve-se
principalmente a composicao da parede celular, ou seja, as bactérias Gram-positivas apresentam
uma parede celular, formada por uma camada de peptidoglicano, mais espessa do que a camada

de peptidoglicano apresentada pelas bactérias Gram-negativas [29, 43, 49].

B .
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Figura 3 - Imagens obtidas por TEM de bactérias (A) Escherichia colie (B) Staphylococcus aureus, em contato com ides Ag

[48].

Outro fator determinante na atividade antibacteriana das Ag-NPs ¢ o tamanho e forma

apresentados por estas, uma vez que a "ligacdo" das Ag-NPs as bactérias depende da area
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superficial disponivel para a interacdo [46]. Martinez-Castanon et a/. [50] reportaram que as Ag-
NPs com tamanho mais reduzido (7 nm) apresentaram uma maior eficiéncia do que as Ag-NPs
com um tamanho maior (89 nm), em relacao as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, tendo-se observado, ainda, uma maior resisténcia da bactéria Staphylococcus aureus as Ag-
NPs. Este aumento da atividade antibacteriana deve-se ao fato de as Ag-NPs com tamanhos mais
reduzidos apresentarem uma maior razao entre area superficial disponivel e volume, assim como
uma maior facilidade de penetracdo da membrana celular em relacdo as Ag-NPs com tamanhos
maiores [29, 50].

Além da dimensao, a forma das Ag-NPs também desempenha um papel importante na
atividade antibacteriana. Pal et a/ [51] sintetizaram diferentes formas de Ag-NPs, esféricas,
triangulares e com um formato de bastonestes, e verificaram as propriedades antibacterianas
destas nanoparticulas em relacdo a £scherichia coli. De acordo com este estudo, verificou-se que
as Ag-NPs que apresentaram uma maior atividade antibacteriana foram as com uma forma
triangular, seguido das Ag-NPs esféricas e por ultimo as Ag-NPs com um formato de bastonetes.
Esta ordem de atividade antibacteriana apresentada pelas Ag-NPs pode ser explicada pelas faces
orientadas segundo diferentes planos apresentados pelas nanoparticulas, verificando-se um plano

mais ativo nas Ag-NPs triangulares, ou seja, mais atomos disponiveis para a interacao [51].

4.2. Nanocompositos poliméricos contendo Al-NPs

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento da concentracdo de fosforo no meio
aquatico devido ao uso intensivo de fertilizantes em exploracdes agricolas, assim como a
exploracao animal intensiva, aliadas a um crescimento da populacéo e atividades inerentes [22].
Segundo Diaz ef al. [52] este excesso de fosforo é a causa mais comum de eutrofizacao dos meios
aquaticos, resultando num aumento excessivo de algas, também denominado de alga/ bloom,
responsavel pela coloracdo azul-esverdeada, vermelha ou acastanhada da agua (consoante as
espécies de algas favorecidas pela situacéo) [53]. Como resultado, cria-se uma camada espessa
de algas que impossibilitam a entrada de luz na agua e impedem a realizacdo da fotossintese
pelos organismos presentes nas camadas mais profundas, o que ocasiona a morte das algas,
originando um aumento da concentracdo de bactérias decompositoras, assim como o aumento
do consumo de oxigénio por estes organismos. Este processo de decomposicao das algas em

razao das atividades das bactérias, consome o oxigénio, o qual reduz a concentracao de oxigénio
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dissolvido, criando deste modo um estado de hipoxia, 0 que gera a morte dos peixes e outros
organismos aerobicos [52, 54].

Um estudo a escala global feito pelo World Resources Institute (Instituto de Recursos
Naturais — WRI) e o Instituto Virginia de Ciéncia Marinha (VIMS) identificou 762 areas costeiras
com sinais de eutrofizacdo e/ou com baixa quantidade de oxigénio (hipoxia). Entre estes, 228
locais marinhos apresentaram sinais de eutrofizacao, incluindo crescimento excessivo de algas,
enquanto 479 locais apresentaram sintomas de hipoxia, sendo estes locais denominados de

""zonas mortas’’ devido & enorme quantidade de peixes mortos verificados (Figura 4) [55].
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Figura 4 - Mapa representativo das areas pobres em oxigénio e, consequentemente privadas de boa parte da vida animal (a

vermelho), areas eutroficas (a amarelo) e areas em recuperacao (a verde) [55].

Em resposta a necessidade crescente para reduzir a eutrofizacdo e os efeitos negativos
associados a esta, varios processos tém vindo a ser usados para remover o excesso de ides fosfato
de aguas eutrdficas. A precipitacdo quimica com compostos de aluminio € um dos métodos mais
usados [56]. Conover et al. [57] patenteou o uso de hidroxido sulfato de aluminio para a remogao
de particulas sélidas suspensas e precipitacdo do iao fosfato em lagos. No entanto, o uso do
hidroxido sulfato de aluminio apresenta alguns inconvenientes, isto €, a aplicacao deste, tende a
diminuir o pH de todo o lago, verificando-se para valores de pH inferiores a 5.5 e superiores a 8.0,

a solubilizacado do ido aluminio, com a consequente libertacao do ido fosfato para o meio aquatico.
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Contudo, através da adicao continua de uma concentracdo de hidréxido sulfato de aluminio é
possivel manter um pH da agua superior a 6.0, impedindo assim, a solubilizacdo do ido aluminio.
De modo a combater estas desvantagens apresentadas, Oliveira ef a/ [58] desenvolveram um
novo nanocomposito hibrido contendo Al-NPs através do processo sol-gel, capaz de remover 90 %
de fésforo em intervalos de pH entre 2.0 a 6.5. A utilizacao deste material caracteriza-se por nao
introduzir contaminantes na agua nem provocar variacdes significativas de pH, podendo ser
reutilizado sucessivamente [58].

Este método ¢ muito vantajoso na medida em que o nanocompodsito hibrido pode ser
aplicado /n situ, por colocacao de uma barreira reativa permeavel no leito do meio aquatico sob a
forma de filme ou bloco polimérico, o qual é atravessado pela agua contaminada com o ido fosfato,
sendo este removido na superficie do material. Também pode ter uma aplicacdo ex situ, neste
caso é necessario bombear a agua a tratar, fazé-la passar por um filtro contendo o nanocompdsito

hibrido e finalmente devolvé-la ao meio aquatico [22, 58].

5. Estratégias de sintese

Atualmente, a investigacdo na area da nanotecnologia encontra-se focada na sintese
controlada de nanoparticulas com diferentes tamanhos, formas e composicdo quimica para
aplicacdes com beneficio humano.

As metodologias existentes para a preparacao de nanoparticulas sao baseadas em dois
tipos de processos:

— Fisicos, também conhecidos como fop down, manipulam o material em escala macro
através de processos fisicos, quebrando as particulas até estas atingirem uma escala
nanométrica [59, 60]. Nestes métodos destacam-se a ablacao laser e a técnica de
pulverizacdo catddica (sputtering), utilizados para obter nanoparticulas metalicas
depositadas em substratos ou incorporados em matrizes solidas [61-64].

—  Quimicos, também conhecidos como boffom up, sdo baseados em reacdes quimicas e
precursores moleculares ou atomicos para a obtencdo das nanoparticulas desejadas. Sdo
métodos mais simples e eficazes, em que € possivel um maior controlo sobre 0s processos
[59, 60]. Nestes métodos destaca-se a reducdo quimica de um sal de prata, usualmente o
AgNO;, em solucdo, na presenca de um agente redutor que conduz a nucleacdo e ao

consequentemente crescimento das nanoparticulas. Por vezes, é utilizado juntamente com
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um agente estabilizante capaz de impedir a agregacdo das nanoparticulas formadas,

permitindo assim o controlo do tamanho e forma das mesmas [65, 66].

Embora ambos os métodos possam ser usados para obter nanoparticulas metalicas, nesta
dissertacdo a preparacao de nanocompositos organicos-inorganicos sera baseada nos processos
quimicos, mais especificamente na sintese /n sifu das Ag-NPs por reducdo com borohidreto de
sdédio na presenca de um agente estabilizante. A sintese /7 situ das nanoparticulas ¢ um método
direto e simples, tendo vindo a ganhar um papel de destaque, pois € uma forma conveniente de
estudar e compreender, em escala laboratorial, a interacdo entre o polimero e as nanoparticulas

inorganicas [67].

5.1. Sintese de Ag-NPs por reducao com borohidreto de sédio

Um dos métodos mais frequentemente usados na sintese /n7 sifu de Ag-NPs consiste na

incorporacao de agentes redutores externos, nomeadamente o borohidreto de sodio (NaBH.).
Neste procedimento, a reducao quimica dos sais metalicos baseia-se na reducao do ido Ag' com

o borohidreto de sddio formando atomos de prata (Ag’) que crescem por deposicdo de novos
nucleos de Ag a superficie dos ja existentes, formando aglomerados oligoméricos dando assim

origem a Ag-NPs (Figura 5) [7].

00® ‘ : g
NaBH, reduction @ ) QCoalescence -

g risich btk % @ -
Ag Instant nucleation @ ~_ @ OOOO * 5
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Ag® nuclei Ag clusters Newly synthesized

Ag nanoparticles

Figura 5 - Representacdo esquematico da sintese de Ag-NPs por reducdo com borohidreto de sédio (adaptado de [68]).

Normalmente, esta reacao é acompanhada por uma mudanca de cor da solucao coloidal,
sendo esta amarela com uma banda de absorcao intensa nos comprimentos de onda entre 380
nm a 400 nm, atribuidas a oscilacao coletiva dos eletroes das nanoparticulas em ressonancia com
a onda de luz. Esta banda é denominada por banda plasmonica superficial (SPR) [69].

A reducao das nanoparticulas inorganicas com o borohidreto de sédio, considerado um forte

agente redutor, desempenha um papel fundamental na estabilizacdo das Ag-NPs em crescimento
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devido a dupla camada eletrostatica repulsiva criada pelos ides de borohidreto adsorvidos a
superficie das nanoparticulas dando origem a uma superficie carregada negativamente e
impedindo assim a agregacao das Ag-NPs. A estabilidade das Ag-NPs é assim atribuida ao efeito
conjunto de interacdes Van der Waals e interacdes eletrostaticas. [70].

O borohidreto de sédio tem sido usado na preparacéo de diversos nanocompdsitos AC/Ag-
NPs podendo a distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs ser ajustada através da razdo molar entre a
concentracdo de borohidreto e a concentracdo de sais de Ag(l). Thawatchai et a/. [71] reportaram
uma diminuicdo no tamanho e distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs com o aumento da razdo

molar do NaBH, em relacdo a concentracao de AgNO; (Figura 6).

U D
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35,00

0.00 500 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Particle diameter / ((nm) Particle diameter / ((nm) Particle diameter / ((nm)

Figura 6 - Imagens TEM e histogramas dos tamanhos e distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs preparadas com uma razdo molar

AgNO,:NaBH, de: (aeb) 1:1, (ced) 1:10 e (e e f) 1:100 [71].

A sintese de nanoparticulas segundo este método apresenta algumas vantagens, tais como,
a facilidade de sintese em condi¢cdes ambientais uma vez que envolvem poucos passos, elevada
estabilidade térmica das nanoparticulas, melhor controlo da quantidade de material inorganico
nos nanocompdsitos finais, assim como um controlo eficiente do tamanho e forma das Ag-NPs

obtidas nos nanocompositos finais.
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5.2. Sintese de Ag-NPs por incorporacao do poloxamer 407

Na sintese de nanoparticulas metalicas, estas nao sdo termodinamicamente estaveis e
continuam a crescer. Portanto, é necessario conter o crescimento das nanoparticulas inorganicas
durante a reacdo de modo a produzir nanoparticulas estaveis. Uma forma para conter este
crescimento continuo das nanoparticulas metalicas consiste na incorporacdo de surfactantes
poliméricos. As moléculas organicas do surfactante ligadas a superficie das nanoparticulas
fornecem uma barreira energética, contrariando desta forma as forcas de Van der Waals entre as
nanoparticulas, mantendo assim a dispersao das nanoparticulas estavel [7, 72].

As nanoparticulas inorganicas, nomeadamente as Ag-NPs, podem ser sintetizadas em
solucéo utilizando surfactantes como o poloxamer 407, para controlar o crescimento das
nanoparticulas e estabilizar a sua superficie. O poloxamer 407 (P407), também conhecido como
pluronic F127 é um tensioativo polimérico, nao- idénico, com uma conformacao em bloco, do tipo
A - B - A, em que A corresponde ao déxido de polietileno (PEO), que consiste numa cadeia de
caracter hidrofilico e B corresponde ao oxido de polipropileno (PPQ), que consiste numa cadeia de

caracter hidrofébico (Figura 7) [73, 74].

CHa
o 0]
H 0 OH
X y z

Figura 7 - Estrutura molecular do poloxamer 407.

Durante a sintese das nanoparticulas metalicas, estas sao estabilizadas pelo impedimento
estereoquimico proporcionado pelas moléculas de poloxamer 407 adsorvidas na superficie das
Ag-NPs dando origem a nanoparticulas com uma arquitetura nucleo-coroa (camada de material
organico que reveste um nucleo de uma nanoparticulas inorganica) mais estaveis em meio
hidrofilico [75]. De acordo com os resultados obtidos por Sakai ef a/. [76] e Angelescu et al. [72]
0 poloxamer 407 permite controlar a forma e o tamanho das Ag-NPs, obtendo-se maiores
tamanhos de nanoparticulas metalicas para uma maior concentracao de poloxamer 407. Segundo
estes estudos o poloxamer 407 é usado como estabilizador e controlador das formas e tamanhos
das Ag-NPs, mas também é referido como agente redutor. Wang et a/. [77] reportaram que o bloco
hidrofilico PEO é capaz de reduzir lentamente o ido Ag(l) em Ag-NPs a temperatura ambiente,

através da oxidacdo dos grupos EO. Na Figura 8 apresenta-se o efeito que a variacdo de
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concentracdo poloxamer apresenta no tamanho das nanoparticulas de ouro (Au), sendo possivel
também verificar o efeito deste na forma apresentada pelas nanoparticulas, uma vez que se verifica
uma nanoparticula com um formato de bastonete.
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Figura 8 - Imagens de TEM e distribuicdes de tamanhos de Au-NPs formadas em solugdes contendo poloxamer em diferentes

concentracoes: (A) 0,4 x 10° mol.l%, (B) 1,0 x 10° mol.l' e (C) 5,0 x 10° mol.I* [78].
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Capitulo lll = Procedimento Experimental

Neste capitulo sdo descritas as metodologias adotadas na preparacdo dos nanocompositos
de AC contendo nanoparticulas metalicas, nomeadamente as Ag-NPs e AI-NPs, bem como os
métodos analiticos e respetivos instrumentos usados na caracterizacdo das mesmas. Apresentam-

se, ainda, os materiais usados para a execucao do trabalho experimental.

1. Materiais e reagentes

Na elaboracao do presente trabalho foi utilizado o acetato de celulose (AC) fornecido pela
Sigma-Aldrich (impureza < 3% agua) sem nenhum tratamento adicional. Na Tabela 1 estao

descritos algumas das propriedades do AC.

Tabela 1 - Propriedades do acetato de celulose.

Propriedades

M. M. Densidade

DS Estrutura
(g/mol) (g/mol) (g/mL)
RO,
RO /J 0OrR
B R =Hor
200 000 50 000 13 2.45 (3.00) ] | "8
AR ) o *“NEH,
o OR

DS: Grau de substituicao

Em relacdo aos solventes e reagentes quimicos utilizados no decorrer deste trabalho, estes
foram adquiridos a varias empresas e usados sem nenhuma purificacdo prévia. Algumas das
caracteristicas dos reagentes utilizados encontram-se na Tabela 2.

A maioria dos reagentes e solventes usados foram fornecidos pela Sigma-Aldrich,
nomeadamente, o aluminio isopropdxido (pureza = 98%), o nitrato de prata (pureza = 99%) e o
acido cloridrico (pureza 37%). Enquanto, o acido ascérbico (pureza = 99%) juntamente com o
potassio dihidrogenofosfato (pureza = 99%) foram fornecidos pela Panreac e o NN
dimetilformamida (DMF, pureza = 99,99%) e o borohidreto de sodio (pureza = 98%) pela Fischer

Chemical e pela Acros Organics, respetivamente.
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Tabela 2 - Propriedades dos reagentes e solventes utilizados.

Nome Peso molecular Formula Estrutura
Molecular
HO
OH
Acido ascorbico 176,13 g/mol C.H.0. o
o Y OH
Acido Cloridrico 36,46 g/mol HCI H—CI
i-Pr
I yxido d o/
SOPTOpOxIco de 204,24 g/mol Al(Pr-£0), |
aluminio (1l1) b Al i—Pr
I r\o/ \o/
|
Borohidreto de sodio 37,83 g/mol NaBH, H—1|3'—H Na*
H
o)
Nitrato de prata(l) 169,9 g/mol AgNO, ”+ Ag*
O/ \o-
N, Mdimetilformamida 73,09 g/mol C,H,NO o ,L
\/ \
CH,
Poloxamer 407 9840 a 14 600 (C.H,0.C.HO), ° 0 O~ Non
g/mol N y z
I
D|h|drogen'ofc?sfato de 136,09 g/mol KH.PO, HO——P——0- K*
potassio |

2. Preparacao dos nanocompadsitos

2.1. Sintese de Ag-NPs

Neste trabalho foram preparados varios nanocompdsitos por incorporacao de Ag-NPs em
substratos celulésicos, nomeadamente o AC. Uma vez que a morfologia e tamanho das Ag-NPs
dependem consideravelmente do método utilizado na sua preparacdo, neste trabalho, para a
sintese dos nanocompdsitos foi usado o método de reducdo quimica no qual foi baseado na

reducdo de sais de Ag(l) com borohidreto de sodio. Neste método, utiliza-se o nitrato de prata
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(AgNO.) como precursor e o borohidreto de sédio (NaBH.) como agente redutor. Considera-se a

seguinte estequiometria para a reacao:

AgNO, + NaBH, — Ag + Y2 H, + 2 B,H, + NaNO, (1)

Em relacao a sintese de Ag-NPs, esta pode ser sumariada da seguinte forma: 0,3 mM e 1
mM de AgNO; foram adicionados numa solu¢do de 50 mL de DMF contendo 1 ge 2 g de AC (2
wt. % e 4 wt. %), respetivamente, sob agitacdo a uma temperatura de 23 °C. De seguida foi
adicionado 0.3 mM e 1.0 mM de borohidreto de sodio (NaBH.) na proporcdo de 1:1
(precursor/redutor) em volume. Apds a adicao do borohidreto de sddio na solucéo verificou-se que
esta apresentava uma cor amarela, confirmando assim a formacao de Ag-NPs. As solucdes foram
em seguida transferidas para placas de pefrie colocadas numa estufa a uma temperatura de 60
°C durante 36h. Para que se possa perceber melhor a reacao descrita é apresentado um esquema

representativo da mesma na Figura 9.

Evaporacdo do solvente
(Estufa, T=60°Cet=36h)

c

Figura 9 - Esquema representativo da sintese de Ag-NPs. (A) dissolucao do AC em DMF, (B) reducéo /17 situ do AgNO, com
NaBH., (C) membrana de AC contendo Ag-NPs obtida.
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2.2. Sintese de Ag-NPs estabilizadas com poloxamer 407

Um dos maiores obstaculos as aplicacdes praticas das Ag-NPs deve-se, principalmente ao
fato de estas serem muito sensiveis a mudancas de pH, forca iénica do meio e presenca de outros
materiais organicos, o que dificulta a capacidade de modificacao da sua superficie e faz com que
tenha elevada tendéncia para agregar [79]. Posto isto, uma estratégia possivel para evitar este
efeito passa pela modificacdo superficial das Ag-NPs com o poloxamer 407 de modo a impedir a
Sua aglomeracao.

Neste trabalho procedeu-se entdo ao revestimento das Ag-NPs com o poloxamer 407 de
modo a evitar a coalescéncia das nanoparticulas. Para este fim, as Ag-NPs foram estabilizadas
com P407 e sintetizadas por reducao de sais de nitrato de prata com o borohidreto de sddio. Deste
modo, nesta sintese, 0.022 g e 0.073 g de P407 foram adicionados na solucao AC/DMF
(conforme o ponto 2.1) contendo 0.3 mM e 1.0 mM AgNO; respetivamente, na proporcao 1:1
(precursor/estabilizante) em massa/volume. Apos a adicao de 0.3 mM e 1.0 mM de borohidreto
de sédio (NaBH.) na proporcao de 1:1:1 (precursor/estabilizante/redutor) na solucéo verificou-se
que esta apresentava uma cor acastanhada, confirmando assim a formacado de Ag-NPs. As
solucdes foram de seguida transferidas para placas de pefri e colocadas em uma estufa a uma
temperatura de 60 °C durante 36h.

A Tabela 3 apresenta a informacdo sobre a composicdo quimica dos nanocompdsitos

preparados com o poloxamer 407.

Tabela 3 - Composicao quimica dos nanocompésitos obtidos com poloxamer 407.

Composicao quimica

Tempo de evaporacao

Ac AgNoO. NaBH, P407 do solvente (h)
(mM) (mM) (g)
2wt % 0.3 0.3 0.022 36
(1 g AC/50 mL DMF) 1.0 1.0 0.073 36
4wt % 0.3 0.3 0.022 36
( 2g AC/50 mL DMF) 1.0 1.0 0.073 36
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2.3. Sintese de Al-NPs

A sintese das Al-NPs foi realizada de acordo com o método aplicado por Oliveira et al. [80].
Neste método utiliza-se o isopropdxido de aluminio (Al(Pr-£0),), como precursor para formar as Al-
NPs.

Na sintese de Al-NPs, 1.0 mM e 30 mM de isopropoxido de aluminio (Al(Pr-£0),) foram
adicionados a uma solucéo de 50 mL de DMF contendo 2 g de AC (4 wt. %), sob agitacdo a uma
temperatura de 23 °C. De seguida foi adicionado 2.0 mM e 60 mM de acido cloridrico (HCI) na
proporcao 1:2 (Al(Pr-£0),/HCI) na solucédo, como catalisador. O pH da solucdo apos a adicao do
HCI foi de 6.0. As solucdes foram em seguida transferidas para placas de petri e colocadas numa

estufa a uma temperatura de 60 °C durante 36h.

2.4. Sintese de Ag-NPs e AI-NPs

Na sintese de Ag-NPs e A-NPs, 1.0 mM e 30 mM de AgNO, foram adicionados numa solucao
de 50 mL de DMF contendo 2g de AC (4 wt. %), sob agitacdo a uma temperatura de 23 °C. De
seguida, foi adicionado NaBH, na proporcao de 1:1 (AgNO,/ NaBH.,) em volume. Apds a adicdo do
borohidreto de sodio na solucao, verificou-se que esta apresentava uma cor amarela, confirmando
assim a formacdo de Ag-NPs. Apos a confirmacdo da formacao de Ag-NPs, foram incorporados
1.0 mM e 30 mM de isopropdxido de aluminio (Al(Pr-£O),) na proporcdo 1:1 e 1:30 (AgNO,/Al(Pr-
£0);) em volume, seguido da adicdo de 2.0 mM e 60 mM de HCI respetivamente, na proporcédo
1:2 (Al(Pr-£O),/HCI) em volume. O pH da solucdo apods a adicdo do HCI foi de 6.0. As solucdes
foram de seguida transferidas para placas de petri e colocadas numa estufa a uma temperatura
de 60 °C durante 36h. Para que se possa perceber melhor a reacédo descrita é apresentado um

esquema representativo da mesma na Figura 10.
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Evaporacao do solvente
(Estufa, T=60 °Cet=36h)

Figura 10 - Esquema representativo da sintese de Ag-NPs, juntamente com AI-NPs. (A) dissolucdo do AC em DMF, (B) reducéao
/n situ do AgNO, com NaBH,, (C) deposicao /i sifu de Al(Pr-£0), e ajuste do pH com HCI, (D) membrana de AC contendo Ag-NPs
e AI-NPs obtida.

A Tabela 4 apresenta a informacdo sobre a composicdo quimica dos nanocompdsitos

preparados com o isopropoxido de aluminio.

Tabela 4 - Composicéo quimica dos nanocompdsitos obtidos com isopropoxido de aluminio (Al(Pr-£0),).

Composicao quimica

Tempo de evaporacao

Ac AgNO, NaBH, AI(Pr-i0),  HCI do solvente (h)
(mM)  (mM) (mM) (mM)
. : 1.0 2.0 36
Awt. % 1.0 1.0 1.0 2.0 36
(2 g AC/50 mL DMF) . : 30 60 36
1.0 1.0 30 60 36

3. Caracterizacao dos nanocompaésitos

3.1. Dispersao dinamica de luz (DLS)
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A Dispersao dinamica de luz (DLS) é a técnica mais versatil e usada para determinar /in7 sifu
0s tamanhos, distribuicado de tamanhos e, em alguns casos, a forma das nanoparticulas em
solucéo [81, 82].

O DLS mede a flutuacdo da intensidade da luz dispersa causada pelo movimento das
particulas (movimento Browniano), de modo a obter a distribuicdo do didametro hidrodindmico das
mesmas. A importancia do movimento Browniano em DLS deve-se ao facto de particulas pequenas
se moverem mais rapidamente do que particulas maiores. Desta forma, as particulas de maiores
dimensodes dispersam mais a luz incidente, e as particulas de menores dimensdes espalham
menos a radiacdo [83].

A relacao entre o tamanho da particula e a velocidade a que esta se move ¢ definida pela
equacao Stokes-Einstein,

_ kgT (2)
6mnr

sendo kg a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a viscosidade do meio e r o raio da
particula [81, 83].

O equipamento utilizado neste trabalho foi o Malvern Zetasizer NS, fabricado pela Malvern
Instruments. Este equipamento permite medir o valor médio do raio hidrodinamico e distribuicao
de tamanhos, tal como o indice de polidispersividade das Ag-NPs. Estas medidas foram realizados
imediatamente apos o processo de sintese das Ag-NPs, onde 800 pL da solugao foi transferida
para uma cuvette de quartzo e analisada usando um laser He-Ne (comprimento de onda de 633
nm) e um angulo de detecdo de 173°. Para cada amostra foram realizadas, pelo menos, 3
medicdes. O software usado para o tratamento dos dados foi o Zetasizer 7.03, da Malvern
Instruments Ltd.

Através desta técnica, foram analisadas as solucdes com diferentes concentracdes de AC
(2 wt. % e 4 wt. %), contendo diferentes concentracdes de AgNO;(0.3 mM e 1.0 mM), com e sem

a presenca de Poloxamer 407, numa proporcdo de 1:1 (AgNO,/P407) em volume/massa.

3.2. Espectroscopia de UV-visivel

A espectroscopia UV-vis utiliza a luz na faixa de energias do visivel (400 — 800 nm),
ultravioleta (300 — 400 nm) onde as moléculas sofrem transicdes eletrdnicas moleculares. Através
desta técnica é possivel estudar a absorcao de luz UV-vis das solucdes coloidais em funcédo do

comprimento de onda.
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Esta técnica espectroscopica foi utilizada com o intuito de verificar a formacao de Ag-NPs
em solucdes coloidais, uma vez que estas apresentam, frequentemente, bandas de absorcao na
regiao do ultravioleta-visivel que correspondem a oscilacbes coletivas dos eletrdes das
nanoparticulas em ressonancia com a onda eletromagnética da luz, ocorrendo nestas condicdes,
a absorcao de radiacao. Estas bandas designadas por bandas plasmdnicas superficias (SPR). Esta
absorcdo depende fortemente do tamanho da particula, meio dielétrico e dos compostos
circundantes [84]. As Ag-NPs esféricas, com aproximadamente um didmetro médio hidrodinamico
entre 25 - 50 nm, normalmente exibem uma banda SPR que ocorre na regido do visivel entre 390
e 420 nm [46]. No entanto, dependendo do seu tamanho, estas Ag-NPs podem aparecer na regiao
de comprimentos de onda entre 490-550 nm [85]. E de referir que, para particulas néo esféricas,
podem ocorrer duas ou mais bandas SPR [51].

O equipamento utilizado foi o espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC de feixe duplo, o
que permite fazer a diferenca entre a solucédo e a solucao de controlo (solucao de AC) operando a
uma resolucado de 1 nm na gama de comprimentos de onda 190-800 nm. Para as leituras foram
utilizadas cuvettes de quartzo de 3 mL.

Com esta técnica, foram analisadas as solu¢cdes com diferentes concentracdes de AC (2
wt. % e 4 wt. %), contendo diferentes concentracées de AgNO, (0.3 mM e 1.0 mM), com e sem a

presenca de Poloxamer 407, numa proporcdo de 1:1 (AgNO,/P407) em volume/massa.

3.3. Medicao do angulo de contacto

Para determinar o caracter hidrofilico/hidrofobico das membranas, foram medidos os
angulos de contacto formados na superficie das mesmas por um liquido de referéncia polar, a
agua.

0O método utilizado foi o da gota séssil usando o equipamento OCA 15 PLUS, DATAPHYSICS.
As medicdes foram realizadas a temperatura de 23 °C e, em cada substrato celulésico foram
efetuadas, pelo menos, seis medicdes. Cinco segundos foi o intervalo de tempo usado entre cada
medicao.

Através desta técnica, foram analisadas as membranas com diferentes concentracoes de
AC (2 wt. % e 4 wt. %), contendo diferentes concentracdes de AgNO, (0.3 mM e 1.0 mM), com e

sem a presenca de Poloxamer 407, numa proporcao de 1:1 (AgNO,/P407) em volume/massa.
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3.4. Espectroscopia de Infravermelhos (FTIR)

O FTIR mede as transicdes entre estados vibracionais das moléculas, que sao induzidos
através da irradiacdo da amostra com luz emitida na regiao do infravermelho. A maioria dos
compostos quimicos apresenta um espectro com picos bem definidos a determinadas frequéncias,
que correspondem a frequéncias vibracionais de grupos funcionais especificos ou de determinados
tipos de ligacoes [86].

As técnicas de espectroscopia de infravermelhos podem ser divididas em:

—  Espectroscopia de reflexao interna — Reflexdo atenuada total (ATR);

—  Espectroscopia de reflexao externa — Reflexao especular;

— Combinacao entre espectroscopia de reflexdo interna e externa — Reflexdao difusa

(DRIFT).

Neste trabalho o equipamento utilizado foi 0 Jasco FT/IR 4100 com o dispositivo ATR. O
FTIR-ATR foi o método mais apropriado na analise das membranas, uma vez que estas
apresentavam uma determinada espessura e opacidade, ndo sendo possivel a visualizacao dos
picos no FTIR sem o acoplamento do dispositivo ATR. O ensaio de FTIR-ATR foi iniciado com um
teste em branco de modo a obter-se a linha de base. Apds o ensaio, obteve-se um espectro da
percentagem de transmitancia em funcéo do comprimento de onda, no qual se observaram picos
de intensidade em determinados comprimentos de onda, que correspondem a ligacbes quimicas

especificas presentes na estrutura do material. Este ensaio foi realizado num intervalo de 4000

cm’ a 600 cm”, com uma média de 64 varreduras e uma resolucdo de 8.0 cm’.
Através desta técnica, foram analisadas as membranas com diferentes concentracdes de
AC (2 wt. % e 4 wt. %), contendo diferentes concentracdes de AgNO, (0.3 mM e 1.0 mM), com e

sem a presenca de Poloxamer 407, numa proporcdo de 1:1 (AgNO,/P407) em volume/massa.

3.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € uma técnica de analise térmica que permite o estudo da
variacao da massa de uma substancia associada a um processo de transicao ou degradacao
térmica, em funcdo da temperatura ou do tempo, quando esta é submetida a um programa
controlado, sob uma atmosfera adequada (inerte ou reativa) [87].

Neste trabalho foi usado um equipamento de TGA, modelo Q500, fabricado por TA

Instruments.
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A analise de TGA foi realizada na caracterizacao das membranas de AC e nas membranas
de AC reforcadas com 1.0 mM de AgNO, com e sem a presenca de Poloxamer 407, na proporcao
1.1 (AgNO,/P407) em volume/massa. O ensaio foi realizado num varrimento em temperatura de
30 °C até 800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte (N,). Nestas
condicoes, foi possivel averiguar, em funcao da curva obtida, qual seria a perda de massa destas
membranas em funcao do aumento controlado da temperatura.

Esta analise termogravimétrica possibilitou a obtencdo de informacdo sobre as
caracteristicas de uma determinada substancia, nomeadamente acerca da resisténcia térmica do
material inorganico, uma vez que a sequéncia de reacdes fisico-quimicas que ocorrem durante o
aquecimento depende fortemente da composicdo quimica da substancia e da sua estrutura

molecular [87].

3.6. Analise mecanica dinamica (DMA)

O DMA permite o estudo da dependéncia da temperatura nas propriedades viscoelasticas
dos materiais quando estes sao sujeitos a aplicacao de uma forca sinusoidal e a um programa de
temperaturas controlado [88].

Os polimeros sao materiais que exibem comportamentos viscoelasticos, ou seja, possuem
caracteristicas elasticas e viscosas. Com esta técnica é possivel determinar o modulo mecéanico
dindmico (E) que é definido pela relacdo entre o mddulo elastico (E'), que estd geralmente
relacionado com a rigidez do material e 0 modulo viscoso (E"), que esta geralmente relacionado
com a componente viscosa, componente imaginaria, do material [89]. A razdo entre a parte

imaginaria e a parte real é definida como tan §, tangente de perda ou fator de dissipacao.

E=E'+iE" (3)
=22 cos & (4)
€o
E'=2sin § (5)
€o
-
(tan8) =— (6)

O equipamento utilizado neste trabalho foi o DMA Triton Technology. Este equipamento
permite a realizacdo de ensaios em modo tracdo e modo flexdo. Os ensaios efetuados neste

trabalho foram realizados em modo flexdo, a uma frequéncia de 1 Hz, num intervalo de
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temperatura de 30 a 130 °C a uma velocidade de 2 °C/min. O equipamento foi calibrado de
acordo com o procedimento padrao e os ensaios foram realizados em amostras retangulares com
dimensdes 3 x 30 mm numa direcéo longitudinal. As membranas testadas foram as membranas
de AC e as membranas de AC reforcadas com 1.0 mM de AgNO, com e sem a presenca de
Poloxamer 407, na proporcdo 1:1 (AgNO,/P407). Neste equipamento foram introduzidas as

dimensdes das membranas a testar e em funcao desses valores foi aplicada a tensao sinusoidal.

3.7. Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

O SEM ¢é uma técnica de caracterizacdo superficial que permite a observacao e
caracterizacao morfologica de materiais heterogéneos, organicos e inorganicos, numa escala
nanométrica (nm) ou micrométrica (um). O SEM consiste em fazer incidir um feixe localizado de
eletroes de elevada energia, acelerados por aplicacdo de uma diferenca de potencial, numa
amostra. A interacdo entre o feixe de eletrdes com os atomos que constituem a amostra, gera
sinais, que sao convertidos em mudancas de intensidade ponto por ponto, que leva a producao
da imagem com informacao sobre a topografia da mesma, incluindo microestrutura, composicéo,
estrutura cristalina e orientacdo dos materiais que a compdem [90, 91].

A esta técnica pode-se adaptar um sistema integrado de microanalise por raios-X (EDS -
Espectroscopia dispersiva de raios-X), que permite identificar e quantificar os elementos presentes
na superficie da amostra, através da detecdo dos raios-X caracteristicos emitidos pela amostra,
resultantes da interacdo dos eletrdes primarios com a superficie [92, 93].

A conjugacéo das técnicas SEM/EDS permite obter imagens tridimensionais da amostra, e
mapas de composicao dos elementos a superficie.

Esta analise morfologica foi efetuada as membranas de AC e as membranas reforcadas
com 1.0 mM de AgNO, com e sem a presenca de Poloxamer 407, na proporcgao 1:1 (AgNO,/P407).
As membranas foram revestidas em ouro, na area a analisar, com o propdsito de tornar condutora
a superficie das amostras, permitindo a sua analise por SEM, no equipamento NanoSEM-FEI Nova

200.

3.8. Atividade antibacteriana

Para a avaliacao da atividade antibacteriana, foram postas em contacto 3 g de membranas

a testar com 300 mL de uma suspensao liquida, contendo bactérias sob uma velocidade de
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agitacdo de 100 rpm e a uma temperatura de 23 °C, durante 72 horas. A concentracao bacteriana

(CFU.mL") da suspensao liquida foi determinada pelo Laboratorio de Analises Técnicas — Hilario
Lima, segundo a metodologia ISO 6222:1999, que consiste na enumeracado de microrganismos
cultivaveis, por contagem das colénias formadas em um meio de cultura nutriente de agar, apos
incubacao aerobia a 22 °C e 37 °C.

Os resultados obtidos foram expressos em termos de eficiéncia antibacteriana determinada

a partir da equacao 7.

[CFU]iniciar — [CFUlfinar
[CFU] final

x 100 (7)

Eficiéncia antibacteriana =

As contagens de coldnias sao Uteis para a avaliacdo do estado da agua e dos processos de
tratamento utilizados. O principal interesse desta contagem, reside na possibilidade de se poder
detetar alteracdes em relacédo ao historico, baseando-se num controlo frequente e a longo prazo.
Caso se verifiqgue um aumento repentino na concentracdo bacteriana, isto pode significar que
existe um foco de poluicao [94].

As membranas analisadas neste estudo, foram as membranas com uma concentracao de
4 wt. % de AC reforcadas com 1.0 mM de AgNO; com e sem a presenca de poloxamer 407, numa
proporcao 1:1 (AgNO,/P407), assim como as membranas de 4 wt. % de AC contendo 1.0 mM de
AgNO, e Al(Pr-£0);, numa proporcao 1:1 (AgNO,/ Al(Pr-£Q);). A suspensao liquida de bactérias com
e sem a incorporacdo de membranas de 4 wt. % de AC, foram utilizadas como amostras de
controlo.

Na Tabela 5 apresentam-se as membranas estudadas neste método, tal como o método de

contacto aplicado.
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Tabela 5 - Membranas de nanocompdsitos analisadas no estudo da atividade antibacteriana.

Membranas analisadas no estudo da atividade antibacteriana

4 wt. % AC_AgNO, 4 wt. % AC_AgNO,/P407 4 wt. % AC_AgNO./Al(Pr-£0),
1.0 mM 1.0 mM (1:1) 1.0 mM (1:1)

3.9. Estudos de remocao de Fosforo

Neste estudo, 0.25 g de membranas a testar contendo Al(Pr-£0), foram postas em contacto
com 25 mL de uma solucdo contendo 1.0 mg/L de fosforo. Estes ensaios foram feitos em
triplicado sob uma velocidade de agitacao de 100 rpm e a uma temperatura de 23 °C durante 24
horas, usando o dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO.) como fonte de fosfato.

A concentracao de fosforo foi medida no inicio e no final de cada ensaio pelo método
colorimétrico de acido ascorbico usando o espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC (Método
4500P-E, Eaton ef a/. [95]) com o objetivo de desenvolver um complexo colorido. A absorvancia
foi medida no comprimento de onda a 882 nm, utilizando como amostra de controlo a solucdo de
fosforo em contacto com as membranas de AC. Este é um método colorimétrico que relaciona a
intensidade da cor com a concentracdo de fosforo.

As membranas analisadas neste estudo foram as membranas com uma concentracdo de 4
wt. % de AC contendo diferentes concentracdes de Al(Pr-£O); com e sem a presenca de AgNO,,

numa proporcdo de 1:1 e 30:1 (Al(Pr-£0);/ AgNOs).

4. Designacao das amostras

Ao longo deste trabalho foram sintetizadas e estudadas diferentes membranas. A Figura 11
e Figura 12 resumem todas as sinteses abordadas e que irao ser posteriormente caracterizadas

neste trabalho de investigacao.
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Incorporacao

Ag:NPs 4‘1 03mMe 1.0 mM
l'-._ ________________________ &
Membranas de acetato de celulose
(2wt %)
e ’
L Incorporacdo i 03mMAg/P407 (1:1) e :
AgNPs e PAOT [ 1.0 mM Ag/P407 (1:1) i

b
| Incorporagao !
AgNPs —"! 03mMe 1.0mM :
e s
e S \
L Incorporacio i 0.3mMAg/P407 (1:1) e :
Ag-NPs e P407 : 1.0 mM Ag/P407 (1:1) i
e e e B e T T T B e &
Membranas acetato de celulose
(4wt %)

P e .
|| Incorporacio i !
ALNPs i 1.0mM e 30 mM :
l-.._ ________________________ &

i s

Incorporacgao i 1.0 mM Ag/Al(1:1) e

Al-NPs e Ag-NPs 1.0 mM Ag/30 mM Al {1:30)

Figura 12 - Esquema representativo das membranas obtidas para concentragdes de 4 wt. % de AC.

As membranas sintetizadas foram designadas tendo em conta o tipo de material e a
quantidade de nanoparticulas metalicas utilizadas. Durante este trabalho, foram utilizados
diferentes concentracoes de substrato celuldsico contendo trés componentes diferentes, nitrato de
prata, isopropoxido de aluminio e poloxamer 407. Na Tabela 6 encontra-se a designacao dada as
membranas investigadas. Apds a quantidade de matriz utilizada ¢é adicionado 0 nome da mesma,

seguido do nome e quantidade das cargas incorporadas.
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Tabela 6 - Designacdo das membranas obtidas.

Designacao

Descricao

2 wt. % AC Matriz de acetato de celulose com uma consisténcia de 2 wt. %
2 wt. % AC/Ag_0.3 mM Nanocomposito de AC (2 wt. %) contendo 0.3 mM de AgNO,

2 wt. % AC/Ag_1.0 mM Nanocomposito de AC (2 wt. %) contendo 1.0 mM de AgNO,

oo kAP 03 (i) IS E a0 oo 0 A«
2o kaC/ngPAT Lo 1) RS e 10 24t ke LA
4 wt. % AC Matriz de acetato de celulose com uma consisténcia de 4 wt. %
4 wt. % AC/Ag_0.3 mM Nanocomposito de AC (4 wt. %) contendo 0.3 mM de AgNO,

4 wt. % AC/Ag_1.0 mM Nanocomposito de AC (4 wt. %) contendo 1.0 mM de AgNO,

e oz NSO eNC 8 et 00 Aol
b s aoprion Lomiia) M Lt i L Dt fei «
4 wt. % AC/AI_1.0 mM Nanocomposito de AC (4 wt. %) contendo 1.0 mM de Al(Pr-£0),
4 wt. % AC/AI_30 mM Nanocomposito de AC (4 wt. %) contendo 30 mM de Al(Pr-£0),
AR AL D1 MOl e 65 e 5t 10,1
4wt % AC/Ag/Al_1:30 mM Nanocomposito de AC (4 wt. %) contendo 1.0 mM AgNO, e 30

mM de Al(Pr-£0),, numa proporcao 1:30 (v/v)
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Neste capitulo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos nesta dissertacao. Os
resultados estao subdivididos em 2 seccdes principais. Na primeira seccao, sao apresentados 0s
resultados da caracterizacao efetuada as membranas de nanocompositos de AC contendo Ag-NPs
com e sem a presenca do surfactante (poloxamer 407). Estes nanocompdsitos, foram obtidos /7
situ por reducao do nitrato de prata (AgNO,) com borohidreto de sédio (NaBH.) numa solucdo de
acetato de celulose, sendo os materiais finais obtidos na forma de membranas. As membranas de
nanocompdsitos foram caracterizados morfologicamente, superficialmente e termicamente, assim
como em termos da sua atividade antibacteriana, sendo discutido o efeito da incorporacao do
poloxamer 407, teor de AgNO; e respetivo tamanho das Ag-NPs na matriz de AC. Na segunda
seccao, sdo apresentados os resultados relativos ao estudo da remocao de fosforo e atividade

antibacteriana das membranas de AC contendo Ag-NPs em conjunto com as AI-NPs.

1. Caracterizacao das membranas de nanocompadsitos

1.1. Membranas de AC contendo Ag-NPs

A reducao /n sifu de sais de nitrato de prata com borohidreto de sédio em solucdes de AC
deu origem a membranas, nao sé com propriedades fisicas e quimicas diferentes, como também

com um aspeto caracteristico, nomeadamente no que respeita a cor e opacidade.
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Tabela 7 - Aspeto visual das membranas de nanocompositos desenvolvidas contendo Ag-NPs.

Membranas

2 wt. % AC

2 wt. % AC 2 wt. % AC/Ag_0.3 mM 2 wt. % AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1)

2 wt. % AC/Ag_1.0 mM 2 wt. % AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1)

4 wt. % AC

4wt % AC 4 wt. % AC/Ag_0.3 mM 4 wt. % AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1)

4wt. % AC/Ag_1.0 mM 4 wt. % AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1)

Na Tabela 7 verifica-se que a incorporacdo de Ag-NPs na matriz de AC da origem a
membranas macroscopicamente homogéneas, transparentes, e com uma cor variavel, em funcao
da concentracdo de AgNO,, isto é, com o aumento da concentracdo de AgNO, observa-se uma

alteracéo da cor de amarelo para laranja.
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No caso das membranas obtidas por reducao /n7 sifu do AgNO; na presenca do poloxamer
407, que assume o papel de estabilizador das nanoparticulas, verifica-se que as mesmas exibem
uma superficie mais opaca com uma cor mais escura (acastanhado).

Esta diferenca de cores observada indica que existe a formacado de diferentes tamanhos
e/ou formas de Ag-NPs. Para analisar esta hipotese, fez-se a analise por DLS das solucdes

coloidais.

1.1.1. Dispersiao dindmica de luz

A técnica de DLS foi utilizada para medir o didmetro médio hidrodinamico das Ag-NPs
sintetizadas, em solucdes coloidais, tendo em vista a aplicabilidade destas nanoparticulas no
estudo da atividade antibacteriana. Klemenci¢ ef a/. [96] reportaram que a atividade antibacteriana
das membranas diminui com o aumento do tamanho das Ag-NPs, devendo-se este facto a lenta
libertacao de ides de Ag(l) da superficie dos aglomerados. Desta forma, sabendo que o tamanho
das Ag-NPs tem uma influéncia determinante no estudo antibacteriano, procedeu-se entdo a

analise do seu tamanho e respetiva distribuicao de tamanhos.

2.5 2 wt.% AC/Ag_0.3 mM 2 wt.% AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1)
d=113.5nm d=223.3nm
57 c=72.2nm G=97.4nm
1.5
)

1.04
E 05 7 7
[ 7
3 7
L 0.0 - :
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= d=166.5 nm d=229.8nm
- = =721 nm
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Figura 13 - Distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs nas membranas de 2 wt. % de AC.
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Figura 14 - Distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs nas membranas de 4 wt. % de AC.

Na Figura 13 e Figura 14, verifica-se que € nas solucdes coloidais de 4 wt. % de AC que
existe 0 menor tamanho e menor distribuicao de tamanhos das Ag-NPs formadas. Sendo ainda
possivel verificar-se que para as solucdes coloidais de 4 wt. % de AC incorporadas com 0.3 mM
de AgNO, sao obtidos os menores valores de diametro médio hidrodindmico observado (16.1 +
3.7 nm).

No caso das solucdes coloidais de 2 wt. % de AC, verifica-se que estas sao as que
apresentam maiores tamanhos e maiores distribuicao de tamanhos, uma vez que o valor do
diametro médio hidrodinamico das Ag-NPs obtido ¢é superior a 100 nm. Contudo, para as solucdes
coloidais com uma maior concentracao de AC (4 wt. %), verifica-se que o valor do didmetro médio
hidrodinamico das Ag-NPs ¢ inferior a 100 nm. Desta forma, verifica-se que com o aumento da
concentracdo de AC, a capacidade de reducao das Ag-NPs formadas aumenta devido a presenca
de um maior numero de grupos hidroxilo (-OH) existentes no AC capazes de prenderem os ides
Ag(l) por meio de interacdes ido-dipolo [97]. Existe assim, um impedimento da aglomeracado das
Ag-NPs devido ao aumento da distancia entre as Ag-NPs e consequentemente diminuicdo das

interacdes dipolo-dipolo entre particulas.
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Relativamente a variacdo da concentracao de AgNO, nas solucdes coloidais, é visivel em
ambas as figuras um aumento do diametro médio hidrodindmico com o aumento da concentracao
de AgNO,, indicativo de uma aglomeracao das Ag-NPs. Esta diferenca de tamanhos pode ser
explicada tendo em conta o mecanismo de crescimento por nucleacao das Ag-NPs, isto &, a partir
de determinada fase o crescimento das nanoparticulas, da-se através de um processo conhecido
como Ostwald ripening, em que as nanoparticulas maiores continuam a crescer a custa das mais
peguenas, levando ao crescimento ndo uniforme das Ag-NPs.

No caso das solucdes coloidais contendo Ag-NPs estabilizadas com poloxamer 407,
visualiza-se um aumento significativo do diametro médio hidrodinamico das Ag-NPs presente em
ambas as solucdes coloidais com diferentes concentracdes de AC, que confirmam a aglomeracao
das mesmas. Para além disso, os tamanhos e distribuicdo de tamanhos das Ag-NPs estabilizadas
com P407 observados é bem superior aos das solucdes coloidais contendo Ag-NPs sem a
presenca de poloxamer 407. O facto do poloxamer 407 ter influenciado a aglomeracéo das Ag-
NPs, pode ser devido & fraca ligacdo hidrofébica, ou seja, fraca adsorcdo das cadeias de PPO na
superficie das Ag-NPs, promovendo assim a agregacdo das mesmas [98]. No entanto, prevé-se
que um aumento da concentracdo de P407 melhore a estabilizacdo das Ag-NPs, pela formacao

de ligacdes hidrofébicas mais fortes pelos complexos Ag-NPs — P407.

Tabela 8 - Valores do PDI e do diametro médio hidrodinamico obtidos.

Diametro médio
Membranas hidrodinadmico (nm) PDI

AC/Ag_0.3 mM 113.5 + 72.2 0.450 + 0.006
E AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1) 223.3+97.4 0.524 + 0.002
£ AC/Ag_1.0mM 166.5 + 72.6 0.506 + 0.048
N AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 229.8+72.1 0.573+0.026

AC/Ag_0.3 mM 16.1 +3.7 0.270 0.033
E AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1) 60.1+13.9 0.544 + 0.005
ig' AC/Ag_1.0 mM 19.5+ 4.4 0.220 £ 0.035
N AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 51.8+11.9 0.326 + 0.045

0O indice de polidispersividade (PDI) indica a distribuicdo média do tamanho das Ag-NPs,

podendo este variar entre valores de 0 a 1, sendo 0 indicativo de uma solucao monodispersa e 1
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indicativo de uma solucao polidispersa. Na Tabela 8, verifica-se que as solucoes coloidais com um
valor de PDI inferior ou igual a 0.4 (valor de PDI aceitavel para nanoparticulas), séo as solucdes
com uma maior concentracao de AC (4 wt. %). Desta forma, estas solucdes coloidais sao
consideradas relativamente monodispersas.

No entanto, por comparacdo dos valores de PDI obtidos, verifica-se que a solucao coloidal
de 4 wt. % de AC contendo 1.0 mM de AgNO, com e sem a presenca de poloxamer 407, é a que
se apresenta mais monodispersa, ou seja, mais homogénea e com uma menor taxa de
aglomeracao das Ag-NPs. Desta forma, alguns dos valores elevados de PDI obtidos principalmente

para as membranas de 2 wt. % de AC sugerem uma aglomeracao das Ag-NPs.

1.1.2. Espectroscopia de UV-visivel

A formacao de Ag-NPs nas solucdes coloidais foi comprovada através dos espectros de UV-
Vis, com o intuito de obter informacé&o relativa ao tamanho e forma das mesmas. A interacao da
luz com os eletrdes das Ag-NPs leva a um fendmeno fisico conhecido como ressonancia de
plasmao de superficie (SPR), o que resulta em picos de absorcéo 6tica na regido do UV-Vis.

Na Figura 15 e Figura 16, apresenta-se os espectros de absorcao das solucdes coloidais de
AC contendo Ag-NPs com e sem a presenca de poloxamer 407, obtidos na regido de comprimentos

de onda compreendidos entre 300 e 800 nm.

407

Absorvancia
Absorvancia

Ry
300 400 500 600 700 800 700 800

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

----- 2 wt.% AC/Ag_0.3 mM; —— 2 wt.% AC/Ag_1.0 mM ----- 4 wt.% AC/Ag_0.3 mM; —— 4 wt.% AC/Ag_1.0 mM

Figura 15 - Espectros de Absorcédo de UV-visivel das solugdes coloidais: (A) 2 wt. % AC/Ag-NPs e (B) 4 wt. % AC/Ag-NPs.
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Figura 16 - Espectros de Absor¢édo de UV-visivel das solugdes coloidais: (C) 2 wt. % AC/Ag-NPs/P407 e (D) 4 wt. % AC/Ag-
NPs/P407.

A partir da analise das bandas de absorcao das solucdes coloidais, verifica-se a presenca
de uma banda de absorcdo no comprimento de onda entre 350 a 500 nm, para cada uma das
solucdes, correspondente a banda de absorcao tipica das Ag-NPs (SPR). Corroborando assim, a
formacao das Ag-NPs nas solucdes coloidais obtidas por reducao /n sitt do AgNO, com o NaBH..
Resultados similares também foram obtidos por Jeong et a/. [69] onde verificaram a mesma banda
SPR das Ag-NPs na mesma gama de comprimentos de onda.

Por comparacao de ambas as figuras, verifica-se que é nas solucdes coloidais contendo 1.0
mM de AgNO; que existe um maior valor de absorcdo, sendo este mais acentuado nas solucdes
coloidais de AC contendo Ag-NPs sem a presenca de poloxamer 407. Este aumento da intensidade
da absorcdo, com o consequente aumento da concentracdo AgNO;, pode ser indicativo de um
aumento do numero de ides de Ag(l) que foram convertidos em Ag-NPs [99]. Por sua vez, nas
solucdes coloidais contendo 1.0 mM AgNO, sem a presenca de poloxamer 407 observa-se um
pequeno desvio da banda de absorcdo maxima para maiores comprimentos de onda (desvio para
o vermelho), em relacdo as solucdes coloidais contendo 0.3 mM AgNO.. Este efeito pode ser
atribuido a aglomeracao e/ou diversidade de morfologias das Ag-NPs, a mudancas das
propriedades dielétricas do meio circundante na matriz polimérica, uma vez que a banda de
absorcao tipica das Ag-NPs (SPR) depende fortemente da densidade de eletrées dentro da
nanoparticula, e/ou ao acoplamento plasmonico devido as Ag-NPs se encontrarem mais proximas
entre si [79, 100, 101]. De acordo com os dados obtidos por DLS, é visivel um aumento do
diametro médio hidrodinamico das Ag-NPs para uma maior concentracdo de AgNO,. Portanto, o

desvio da banda SPR observada ¢ possivelmente devido ao aumento do tamanho das Ag-NPs.
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Geralmente os dados obtidos pelo UV-Vis sdo indicativos ndo sé de um aumento de tamanho
como também de diversidade de forma. Segundo a teoria de Mie, para Ag-NPs esféricas apenas
uma banda SPR é expectavel nos espectros de absorcdo enquanto para Ag-NPs nao esféricas,
duas ou mais bandas SPR podem ocorrer [51]. Estes resultados mostram que apenas uma banda
¢ visivel nos espectros de absorcao, o que podera significar que as Ag-NPs presentes na solucao
coloidal sao esféricas.

No que concerne a estabilizacdo das Ag-NPs com poloxamer 407, pode-se verificar na Figura
16 que a incorporacédo do poloxamer 407 nas solucdes coloidais provoca um alongamento das
bandas caracteristicas, assim como um desvio dos picos das bandas de absorcao para maiores
comprimentos de onda (desvio para o vermelho), quando comparadas com os espectros das
solucdes coloidais de AC contendo Ag-NPs na Figura 15. Estas observacdes efetuadas indicam a
possivel formacdo de aglomerados de Ag-NPs, o que vai ao encontro dos resultados obtidos na
Figura 14 e Figura 13 (DLS), onde é confirmada a aglomeracdo das Ag-NPs com a incorporacéo
do poloxamer 407.

Uma vez que os tamanhos das Ag-NPs influenciam a posicdo da banda SPR, e
consequentemente, o comprimento de onda, as solugdes coloidais com diferentes tamanhos de
Ag-NPs irdo apresentar diferentes cores [69]. Na Figura 17 verifica-se que a solucao coloidal final
apresenta a cor amarela apos a reducdo do AgNO, com NaBH, na matriz de AC. No entanto, com
a incorporacao do poloxamer 407, observa-se uma alteracdo da cor, mais precisamente uma
alteracdo da cor amarela para acastanhada. Conforme referido anteriormente, com a incorporacao
do poloxamer 407, verifica-se um deslocamento da banda SPR para comprimentos de onda
maiores o que significa que esta alteracdo de cor observada nas solucdes coloidais, deve-se a

formacao de Ag-NPs mais aglomeradas.
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Figura 17 - Solugdes coloidais analisadas por espectroscopia UV-Vis.

1.1.3. Medicao de angulo de contacto

O caracter hidrofilico/hidrofoébico das membranas foi avaliado através da medicdo dos

angulos de contacto formados na superficie das mesmas por um liquido de referéncia polar, a

agua. O intuito deste processo consiste, portanto, em determinar qualitativamente as alteracdes

da hidrofilicidade das membranas.

De acordo com Vogler ef a/. [102] um angulo de contacto, formado pela agua, menor que

65 © corresponde a uma superficie com caracter hidrofilico. Sendo considerada uma superficie

hidrofébica a que possui um angulo de contacto com a agua superior a 65 °.

Na Tabela 9 apresenta-se os resultados obtidos das analises dos angulos de contacto das

membranas desenvolvidas.

Tabela 9 - Valores dos angulos de contacto medidos.

Membranas 0(°)
AC 57.9+3.8
g AC/Ag_0.3 mM 58.7 +2.3
°\T AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1) 37.2+2.7
E AC/Ag_1.0 mM 60.2 + 0.9
AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 324 +53
AC 58.4+2.4
Q  AC/AZ0.3mM 58.6 + 2.3
°\T AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1) 408+ 1.3
E AC/Ag_1.0 mM 58.6 + 0.7
AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 27.8+2.6
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Segundo a Tabela 9, verifica-se que as membranas de AC sao hidrofilicas, uma vez que
possuem um angulo de contacto inferior a 65 ©, nao apresentando nenhuma alteracéo significativa
da hidrofilicidade dependente do aumento da concentracao de polimero, uma vez que os valores
obtidos para as diferentes concentracdes de AC (2 wt. % e 4 wt. %) sdo bastante préximos. O
mesmo se verifica para as membranas contendo diferentes concentracdes de AgNO; (0.3 e 1.0
mM), podendo-se assim concluir que a incorporacdo de Ag-NPs nas membranas nao influencia
significativamente os valores dos angulos de contacto obtidos para as diferentes concentracdes de
AC.

Relativamente a adicdo do poloxamer 407 nas membranas, verifica-se que com a introducéo
do surfactante, existe uma diminuicdo bastante acentuada do angulo de contacto medido. Esta
diminuicao, como ja foi referido, ¢ indicativa de um aumento da hidrofilicidade das membranas,
uma vez que os angulos obtidos sao inferiores a 65 °. Apesar do mecanismo de interacdo entre
as Ag-NPs com o surfactante ndo ser ainda completamente percebido, estudos realizados por
Angelescu et al. [72] e Kvitek et al. [75] revelam que para se ter obtido membranas com caracter
hidrofilico, o possivel mecanismo se deve a adsorcédo das cadeias de PPO do poloxamer 407, que
possuem um caracter hidrofobico, nas superficies das Ag-NPs, formando uma camada externa
com as cadeias de PEO, que possuem um caracter hidrofilico. Estas sdo as cadeias que ficam em
contato com o0 meio aquoso, enquanto as cadeias de caracter hidrofobico se protegem associando-
se entre si e dando origem geralmente a uma conformacéao esférica ou eliptica. Para que se possa
perceber melhor a interacdo descrita, € apresentado um esquema representativo da mesma na

Figura 18.

PP

PEAL} PELY

Poloxamer 407
{Pﬂ-ﬂ?}

Figura 18 - Esquema representativo da formacao do complexo P407 - Ag-NPs (adaptado [99]).

Equiparando os valores dos angulos de contacto medidos, verifica-se que a membrana com

4 wt. % de AC para uma maior concentracdo de P407, ou seja, contendo 1.0 mM de poloxamer
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407, ¢ a membrana que possui um caracter mais hidrofilico (6 = 27.8 + 2.6 °) permitindo assim
concluir que a incorporacao de P407 nas membranas de AC contendo Ag-NPs modifica/altera a

morfologia das mesmas e melhora o efeito de hidrofilicidade.

1.1.4. Espectroscopia de Infravermelhos

Para caracterizar a estrutura quimica superficial das varias membranas obtidas ao longo

deste trabalho, realizou-se uma analise por FTIR-ATR (Figura 19 e Figura 20).

53



Capitulo IV — Apresentagao e Discussao dos Resultados

Transmitancia (%)

C | 4 wt.% AC/Ag/P407_0.3mM (1:1)

Transmitancia (%)

A

2 wt.% AC/Ag/P407_0.3 mM (1:1)

2 wt.% AC/Ag_0.3mM

2 wt.% AC

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm™)

Transmitancia (%)

2 wt.% AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1)

2 wt.% AC/Ag_1.0 mM

2 wt.% AC

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm™)

Figura 19 - Espectro de absorcéo FTIR-ATR das membranas de 2 wt. % de AC contendo: (A) 0.3 mM de AgNO, e P407 e (B) 1.0 mM de AgNO, e P407.
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Figura 20 - FTIR-ATR das membranas de 4 wt. % de AC contendo: (C) 0.3 mM de AgNO, e P407 e (D) 1.0 mM de AgNO, e P407.
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E possivel verificar através dos espectros representados na Figura 19 e na Figura 20, que

as membranas desenvolvidas apresentam bandas de absorcdo de luz infravermelha nos
comprimentos de onda a 3473 cm’, que corresponde ao estiramento da ligacao O-H.
As bandas de absorcéo de luz infravermelha nos comprimentos de onda a 2930 cm™ e nos

comprimentos de onda a 1734 cm”, estes estéo relacionados com o estiramento assimétrico do

CH; e com o estiramento do grupo carbonilo do éster [v(C=0)], respetivamente. A banda de

absorcao de luz infravermelha no comprimento de onda a 1734 cm’, é uma banda caracteristica
do grupo carbonilo do éster que pode ser usada para distinguir o AC de outros polimeros

celulosicos (Tabela 10) [11].

Tabela 10 - Valores das bandas de absorcao de luz infravermelha para os respetivos grupos quimicos presentes nas

membranas analisadas.

Posicao da banda
Grupos Quimicos

(cm’)
1: 3473 v O-H
2: 2930 v C-H (CH,)
3: 2876 v C-H (CH,)
4:1734 v (C=0) carbonilo
5: 1662 C-OH
6: 1438 & (CH)
7: 1367 & (CH)
8: 1221 (020)
9:1160 v assimétrico (C-0-C)
10: 1031 v (C-0C)
11: 904 y CH

v: estiramento
&: deformacéo

y: deformacao externa

Por comparacao dos diferentes espectros obtidos, verifica-se que a incorporacao de Ag-NPs
na membrana AC nao provoca qualquer alteracdo, ou seja, desvios ou alongamentos das bandas

caracteristicas. No entanto, verifica-se uma reducéo da intensidade das mesmas, principalmente

no comprimento de onda a 3473 cm’, que correspondem a ligacdes O-H, indicando assim, uma
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possivel participacao destes grupos na reducao dos ides Ag(l) e consequente formacao de Ag-NPs
[103, 104].
Relativamente as membranas contendo Ag-NPs revestidas com poloxamer 407, verifica-se

o desaparecimento do pico de absorcdo de radiacao infravermelha no comprimento de onda a

1160 cm’, referente ao estiramento assimétrico C-O-C. Corroborando assim a interacdo das Ag-

NPs com os atomos de oxigénio. E ainda possivel verificar-se a reducéo da intensidade das bandas

caracteristicas no comprimento de onda a 1662 cm’, sendo este um possivel resultado de
dissociacdo do grupo carbonilo, dando assim origem a formacao de agua [11].

Em suma, embora ndo existam desvios nos picos dos espectros das membranas de AC
contendo Ag-NPs em relacdo as membranas de AC, confirma-se o sucesso da incorporacao das
Ag-NPs na matriz de AC, através da visualizacdo de bandas de absorcao na Figura 15 e Figura 16

(Espectroscopia UV-Vis), correspondente a banda de absorcéo tipica das Ag-NPs.

1.1.5. Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica apresentada na Figura 21 e na Figura 22 foi efetuada através
de aquecimento linear das membranas desenvolvidas neste trabalho com concentracdes de 1.0
mM de AgNO./P407, numa proporcao 1:1 (v/m), a diferentes concentracdes de AC (2 wt. % e 4
wt. %), de forma a ser possivel constatar a perda da massa das mesmas, em funcdo da
temperatura. E ainda apresentado a derivada da curva de variacdo da massa com a temperatura
(curvas a tracejado).

A analise destes termogramas permite verificar que as minimas perdas de massa ocorrem
no intervalo de temperatura entre os 30 e os 100 °C, que pode estar relacionada com a
evaporacao da agua fisicamente adsorvida a superficie das membranas, ou pode resultar da

eliminacao de moléculas residuais de baixo peso molecular existentes nas membranas [105].
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----2wt.% AC; 2 wt.% AC/Ag_1.0 mM; ------ 2 wt.% AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1)

Figura 21 - Curvas de TGA em aquecimento linear (10 °C/min) no intervalo 30-800 °C para membranas contendo 2 wt. % AC.
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Figura 22 - Curvas de TGA em aquecimento linear (10 °C/min) no intervalo 30-800 °C para membranas contendo 4 wt. % AC.

Na Figura 21 e Figura 22, verifica-se que todas as membranas analisadas apresentam pelo
menos trés processos de degradacdo. O primeiro processo ocorre no intervalo de temperaturas
entre 0s 150 °C e os 330 °C associada a eliminacdo dos grupos acetilo presentes na estrutura

do AC e, consequentemente o inicio da decomposicdo do anel piranose [106].
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No intervalo de temperaturas entre os 330 °C e os 450 °C, a elevada perda de massa esta
associada a eliminacao do acido acético e dxidos de carbono formados devido a cisdo das ligacdes
glicosidicas do AC [107].

O ultimo processo de degradacdo ocorre entre os 450 °C e os 800 °C e corresponde a
carbonizacdo dos produtos em cinza [100, 106].

Comparando os perfis das curvas de TGA obtidas, verifica-se que as membranas de AC
contendo Ag-NPs com e sem a presenca do poloxamer 407 apresentam um perfil similar ao do
AC, contudo, alguns desvios no intervalo de temperatura entre os 150 °C e os 450 °C sé&o

observados.

Tabela 11 - Estabilidade térmica e degradacdo das amostras obtidas a partir das curvas de TGA.

Perda de massa a diferentes

Membrana T.(°C) T...(°C) temperaturas (%)

150-330°C 330-450°C 800°C

2wt % AC 1852 3479 6.02 78.8 100.0
2wt % AC/Ag 1.0 mM 2157 3517 7.60 64.9 89.1
2 Wt % AC/Ag/PA07_1.0mM (1:1) 2802 3895 11.83 55.0 93.0
At % AC 2157 3586 7.68 87.2 100.0
4wt % AC/Ag_ 1.0 mM 2495 3609 9.94 76.0 87.6
4wt % AC/Ag/PA07_1.0mM (1:1) 2648 3595 8.89 66.6 91.6

T.. Temperatura inicial de degradacao

T... Temperatura maxima de degradacéo

De acordo com a Tabela 11, a percentagem de residuo solido obtida apos esta analise
térmica aumenta com a incorporacao das Ag-NPs na matriz de AC.

A membrana de 4 wt. % de AC contendo Ag-NPs é a que apresenta menor perda de massa.

A incorporacao de Ag-NPs retarda tenuemente o processo de degradacéo inicial, assim
como a temperatura de degradacdo maxima, influenciando assim a estabilidade térmica das
membranas de nanocompositos.

Conforme se pode ver em ambas as figuras, assim como na Tabela 11, a incorporacao das
Ag-NPs na matriz de AC aumenta a estabilidade térmica das membranas de AC. Esta melhoria na

estabilidade térmica das membranas contendo Ag-NPs pode ser atribuida a reduzida mobilidade
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das cadeias de AC no nanocomposito devido a atracao dos ides de Ag(l) em relacao aos grupos

hidroxilo do polimero por forcas eletrostaticas [100].

1.1.6. Analise dinamica mecanica

O DMA ¢é uma andlise térmica e mecanica que permite o estudo do comportamento
viscoelastico dos polimeros. Com esta técnica é possivel determinar algumas propriedades do
material, tais como o modulo mecéanico dindmico (E) e o fator de amortecimento (tan &), que

indica as perdas de energia que ocorrem na amostra.

3.5x10°
3.0x10°
2,5x10°

2.0x10°

E (Pa)

1.5x10°
1.0x10°

5.0x10°

0.0 T T T T T T T T T
40 60 80 100 120
Temperatura (2C)

—— 2 wt.% AC; —— 2 wt.% AC/Ag_1.0 mM; 2 wt.% AC/Ag/P407_1,0 mM (1:1)

Figura 23 - Gréfico do modulo em fungéo da temperatura para as membranas de nanocompésitos de 2 wt. % de AC.
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Figura 24 - Grafico do mddulo em fungéo da temperatura para as membranas de nanocompdsitos de 4 wt. % de AC.

Na Figura 23 e Figura 24, verifica-se uma diminuicdo do modulo logo desde o inicio do
ensaio, sendo este facto verificado em todas as amostras. Verifica-se também que as membranas
contendo Ag-NPs sdo os materiais que apresentam um valor do médulo mais elevado, cerca de 3
GPa para as membranas de 2 wt. % de AC contendo Ag-NPs, e 3.15 GPa para as membranas de
4 wt. % de AC contendo Ag-NPs. O que permite afirmar que as Ag-NPs tém um efeito sobre o valor
do modulo, isto &, a incorporacéo de Ag-NPs tende a melhorar o comportamento mecanico do
polimero, devido a substituicao parcial do polimero por nanoparticulas na matriz da membrana

[108].

Tabela 12 - Comparacao dos valores do maédulo obtidos nos ensaios de DMA.

Membranas Modulo (GPa)
2 wt. % AC 1.89
2 wt. % AC/Ag_1.0 mM 3.00
2 wt. % AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 1.22
4 wt. % AC 1.92
4 wt. % AC/Ag_1.0 mM 3.15
4 wt. % AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 1.84

Comparando os valores obtidos para as diferentes membranas com diferentes

concentracdes de AC (Tabela 12), verifica-se que as membranas incorporadas com maiores
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tamanhos e distribuicao de tamanhos de Ag-NPs, como o caso das membranas de 2 wt. % de AC
contendo Ag-NPs, apresentam um maodulo inferior, em comparacao com as membranas que
contém Ag-NPs com tamanhos menores, como o caso das membranas de 4 wt. % de AC contendo
Ag-NPs. Este efeito deve-se ao facto de as Ag-NPs, com tamanhos e distribuicdo de tamanhos
menores, possuirem uma maior area superficial, formando uma interface mais forte com a matriz
de polimero, aumentando assim a rigidez do nanocompdsito [109]. Moura et a/. [108] observaram
para nanocompositos de HPMC (hidroxipropil metilcelulose) contendo Ag-NPs com diferentes
tamanhos (41 e 100 nm), um aumento das propriedades mecéanicas para nanocompositos
contendo Ag-NPs de menores tamanhos.

Ap6s a incorporacao do poloxamer 407, verifica-se uma diminuicao significativa nos valores
do maédulo, devido & aglomeracao observada das Ag-NPs estabilizadas com P407 e dispersao nao
uniforme das mesmas na matriz polimérica, levando assim, a diminuicdo da elasticidade da
membrana e consequentemente a diminuicdo da estabilidade mecanica [17]. Desta forma, pode-
se dizer que o comportamento mecanico das membranas depende da dispersao das Ag-NPs na
matriz de AC, assim como da presenca de aglomerados. Logo, quanto melhor a dispersdo das Ag-
NPs e a sua interacao, melhor devera ser a resposta mecéanica do material.

A tan 6 resulta da diferenca entre a quantidade de energia dissipada por mecanismos
viscosos relativos & energia armazenada na componente elastica fornecendo informacdes sobre

as propriedades de amortecimento das membranas [109].
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Figura 25 - Grafico da tan 6 em funcado da temperatura para as membranas de nanocompdsitos de 2 wt. % de AC.
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Figura 26 - Grafico da tan 6 em funcédo da temperatura para as membranas de nanocompésitos de 4 wt. % de AC.

Na Figura 25 e Figura 26, verifica-se um aumento da tan & logo desde o inicio do ensaio,
sendo esta tendéncia verificada em todas as amostras. Este aumento da tan & com o aumento da
temperatura indica que as membranas obtidas tornaram-se mais viscosas e menos elasticas
[109]. Verifica-se também que as membranas contendo Ag-NPs estabilizadas com poloxamer 407
sdo o0s materiais que apresentam uma maior capacidade de dissipacdo de energia, pois

apresentam maiores valores de tan 8, o que conduziram a um decréscimo no valor do modulo.

1.1.7. Microscopia eletrénica de varrimento

A interacao entre o feixe de eletrdes com a superficie da amostra resulta na emissao de
eletroes secundarios, eletrdes retrodifundidos e os raios-X caracteristicos. Os eletrdes secundarios,
pouco energéticos tém origem nas camadas mais superficiais da amostra, e como tal fornecem a
informacao sobre a topografia da superficie. Por outro lado, os eletrdes retrodifundidos sdo mais
energéticos e facultam a informacdo do contraste que se relaciona qualitativamente com
composicao quimica da amostra [90, 92]. Relativamente aos raios-X emitidos pela amostra, estes,
por sua vez permitem identificar e quantificar os elementos presentes na amostra [90].

A analise de SEM foi realizada com o intuito de averiguar a morfologia das membranas

obtidas contendo Ag-NPs com e sem a presenca do poloxamer 407.
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Figura 27 - SEM da superficie da membrana de 2 wt. % de AC com uma focagem de 20 um: (A) imagem dada pelos eletrées

secundarios (B) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

) ] g
Figura 28 - SEM da superficie da membrana de 4 wt. % de AC com uma focagem de 20 um: (C) imagem dada pelos eletrdes

Ag

secundarios (D) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

A Figura 27 e a Figura 28 apresentam a morfologia da superficie da membrana de AC a
diferentes concentracdes de polimero (2 wt. % e 4 wt. %).

Como se pode observar em ambas as figuras, a superficie da membrana de AC com
diferentes concentracoes de substrato celuldsico, sao visualmente similares, verificando-se uma

superficie suave da matriz.
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Figura 29 - SEM da superficie da membrana de 2 wt. % AC/Ag_1.0 mM com uma focagem de 20 um: (A) imagem dada pelos

10

eletrdes secundarios (B) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

pm

: TD M A- g
Figura 30 - SEM da superficie da membrana de 4 wt. % AC/Ag_1.0 mM com uma focagem de 20 um: (C) imagem dada pelos

eletrdes secundarios (D) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

Na Figura 29 verifica-se a presenca das Ag-NPs com uma morfologia esférica, sendo esta
observacdo mais percetivel na analise de SEM efetuada em retrodifusao (B), onde as Ag-NPs se
encontram representadas por uma cor clara. Com uma focagem de 20 um, é possivel observar-
se a formacao de aglomerados de Ag-NPs no substrato celuldsico, assim como uma distribuicao
heterogénea das mesmas na matriz de AC, uma vez que se verifica a formacéo de aglomerados
de Ag-NPs apenas em determinadas areas da matriz polimérica. Estas observacdes efetuadas
através de SEM confirmaram assim, os resultados da caracterizacéo otica destas membranas de
nanocompdsitos, ou seja, devido a formacéo de aglomerados de Ag-NPs, ocorre um alargamento
da banda de absorcao para maiores comprimentos de onda. Assim como, os resultados obtidos
por DLS, em que a formacao de Ag-NPs com tamanhos maiores ¢ verificada, uma vez que os

didametros médios hidrodindmicos medidos das nanoparticulas sdo superiores a 100 nm,
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denotando-se assim uma formacao de aglomerados. Em relacdo a Figura 30, nenhuma diferenca
¢ verificada quando comparada com a Figura 28, este facto deve-se ao tamanho bastante reduzido
das Ag-NPs, nao sendo assim visiveis a sua formacao com uma focagem de 20 um. Isto significa
gue os tamanhos e distribuicao de tamanhos de Ag-NPs podem ser controlados através do ajuste
da concentracao de AC, uma vez que para concentracdes maiores de AC verificam-se tamanhos

menores de Ag-NPs.

Flgura 31- SEM da superficie da membrana de 2 wt. % AC/Ag/P407_1. 0 mM (1 1) com uma focagem de 20 pm: (A) imagem

dada pelos eletrdes secundarios (B) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

mag 2\ det | mode

—P—
| 5000x 15.0kV |BSED | A+B 1S M Ag/P407]

Figura 32 - SEM da superﬁme da membrana de 4 wt. % AC/Ag/P407 1.0 mM (1:1) com uma focagem de 20 um: (C)

imagem dada pelos eletrdes secundarios (D) imagem dada pelos eletrdes retrodifundidos.

Com a incorporacao do surfactante, poloxamer 407, as membranas de nanocompdsitos
apresentam uma morfologia diferente em relacao a observada nas figuras anteriores. Torna-se
visivel a alteracdo/modificacdo da morfologia do AC, devido a presenca do P407 que induz a

formacao de cavidades de elevadas dimensdes na matriz polimérica. Por observacado da Figura 31
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e Figura 32, com uma focagem de 20 um, ¢é ainda possivel verificar-se a presenca do material
inorganico incorporado, as Ag-NPs. Estas nanoparticulas encontram-se representadas numa cor
mais clara e com um tamanho superior aos observados na Figura 29 e Figura 30. Neste caso,
além das Ag-NPs esféricas mais aglomeradas, observam-se particulas com morfologias distintas,
nomeadamente com formato quadrado. Posto isto, é ainda possivel verificar-se, no caso da Figura
32, que as Ag-NPs localizam-se na superficie interna das cavidades da matriz de AC, que atuam
como depositos favorecendo assim, a acomodacao das Ag-NPs no interior da estrutura [110]. Esta
observacdo pode ser, possivelmente atribuida a atracao dos ides Ag(l) em relacdo aos grupos
hidroxilo do acetato de celulose devido a forcas eletrostaticas.

Na Tabela 13 apresentam-se os resultados obtidos por microscopia eletronica de varrimento
com microanalise de raio-X (SEM/EDS), referentes a analise de SEM (Figura 31 e 32) efetuada
em retrodifusdo (B e D). Contudo, é necessario ter em consideracdo que os resultados de
espectroscopia dispersiva de raios-X (EDS) ndo sdo representativos de toda a amostra, uma vez

que o feixe de eletrbes incide apenas num ponto especifico da mesma.

Tabela 13 - Analise quimica elementar obtida por EDS das membranas contendo Ag-NPs revestidas com poloxamer 407.

Elemento Quimico AC-Ag (percentagem atomica, %)
2 wt. % AC/Ag/P407 4 wt. % AC/Ag/P407
1.0 mM (1:1) 1.0 mM (1:1)
Oxigénio 14.25 12.96
Carbono 73.66 82.09
Prata 12.09 494
Total 100.00 100.00

Por observacao da Tabela 13, é possivel verificar-se que os pontos claros observados nas
imagens de SEM, consistem em Ag-NPs, uma vez que a incidéncia do feixe de eletrdes sobre esses
pontos, revelou a presenca de Ag na superficie da matriz de AC em ambas as membranas. E ainda
possivel observar-se uma maior concentracdo de Ag-NPs na membrana 2 wt. % AC contendo Ag-
NPs estabilizadas com poloxamer 407.

A quantificacao dos espectros obtidos por EDS apresenta valores de 12.09 % e 4.94 % de
Ag para as membranas com 2 wt. % e 4 wt. % de AC contendo Ag-NPs estabilizadas com poloxamer

407, respetivamente.
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Figura 33 - SEM da superficie da membrana (A) 2 wt. % AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) com uma focagem de 100 um (B) 4 wt.
% AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) com uma focagem de 100 um.

Na Figura 33, encontra-se representada a morfologia da superficie das membranas de AC
contendo Ag-NPs/P407 com diferentes concentracoes de acetato de celulose, 2 wt. % e 4 wt. %
de AC, com uma focagem de 100 um. Nestas imagens, é possivel a observacao de zonas com
boa dispersao (B), verificada através dos pontos brancos visiveis referentes as Ag-NPs. Observam-
se também areas com Ag-NPs mais aglomeradas e com uma dispersao aleatoria e irregular, sendo
estas mais percetiveis na imagem (A), onde a concentracdo de AC & menor. Como referido
anteriormente, com a incorporacdo do poloxamer 407, verifica-se a formacao de cavidades de
grandes dimensdes na matriz de AC, o que segundo Vimala ef a/. [111] significa uma melhor
atividade antibacteriana, uma vez que uma estrutura porosa absorve uma maior quantidade de
agua e, por consequéncia liberta uma maior quantidade de ides Ag(l) no meio circundante,

contribuindo assim para uma atividade antibacteriana superior.

1.1.8. Atividade antibacteriana

Foram realizados estudos da atividade antibacteriana das membranas de AC contendo Ag-
NPs com e sem a presenca do poloxamer 407, de modo a analisar o efeito do substrato celulosico
usado e do surfactante na formulacao da membrana relativamente a atividade antibacteriana.

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para a atividade antibacteriana das membranas
preparadas em relacéo a duas coldnias de bactérias a 22 °C e 37 °C, sendo a suspensao liquida

de bactérias com e sem a incorporacdo das membranas de AC, as amostras de controlo.
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Tabela 14 - Resultados da atividade antibacteriana das membranas de nanocompdsitos de Ag-NPs com e sem a presenca de

P407.
N.2 de colénias a 22 °C N.° de colénias a 37 °C
Parametro ) .
(CFU.mL) (CFU.mL)
Suspensao liquida bacteriana > 300 247

§ 4 wt. % AC > 300 > 300
(1]
'E 4 wt. % AC/Ag_1.0 mM 0 0
(1]
= 4wt %AC/Ag/P407_1.0 mM (1:1) 0 0

Como evidenciado na Tabela 14, a atividade antibacteriana das membranas em relacéo ao
numero de colonias de bactérias estudadas a 22 °C e a 37 °C depende bastante da presenca de
Ag-NPs nas mesmas, uma vez que as amostras de controlo nao apresentaram atividade
antibacteriana.

As membranas selecionadas para analisar as suas propriedades antibacterianas, foram as
membranas de 4 wt. % de AC reforcadas com 1.0 mM de AgNO, com e sem a presenca do
poloxamer 407, numa proporcao 1:1 (AgNO,/P407). Esta escolha foi efetuada, tendo em conta
os resultados obtidos na caracterizacao realizada ao longo deste trabalho de investigacao, dando-
se especial énfase aos tamanhos e distribuicdo de tamanhos, assim como PDI e caracter hidrofilico
das Ag-NPs obtidas, desempenhando um papel importante na escolha das membranas para
analise da atividade antibacteriana. As Ag-NPs de menores dimensdes tm uma maior area
superficial, o que significa que possuem uma maior quantidade de ides de Ag(l) em contacto com
a solucdo. Logo, tendo em conta o facto de que os ides de Ag(l) sdo os que conferem as
propriedades antibacterianas numa determinada membrana contendo Ag-NPs, faz sentido que
menores tamanhos e distribuicdes de tamanhos das Ag-NPs proporcionem uma maior eficiéncia
antibacteriana em relacdo a Ag-NPs com tamanhos e distribuicao de tamanhos maiores. Dai a
selecao de membranas com tamanhos e distribuicdo de tamanhos de Ag-NPs menores.

De acordo com a Tabela 14, verifica-se que as membranas de AC contendo Ag-NPs com e
sem a presenca de poloxamer 407, apresentam uma eficacia de 100 %, exibindo uma eliminacao
total das bactérias contidas na suspensao liquida. No entanto, devido ao efeito bactericida
apresentado tanto pelas membranas de AC contendo Ag-NPs, com um diametro hidrodindmico
das Ag-NPs de 19.5 + 4.4 nm, como pelas membranas de AC contendo Ag-NPs/P407, com um
didametro hidrodinamico das Ag-NPs 51.8 + 11.9 nm, néao foi possivel verificar a influéncia que a

variacdo de tamanhos de Ag-NPs tem na atividade antibacteriana. Esta forte atividade
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antibacteriana das Ag-NPs era esperada e esta associada a acumulacao intracelular dos ides Ag(l)
libertados em ambientes aquosos [112], que aderem a superficie das membranas celulares dos
microrganismos perturbando drasticamente fungdes vitais como a respiracao, a permeabilidade e
a replicacado [39].

Observando os resultados obtidos é notério que o objetivo em obter uma membrana
antibacteriana foi atingido, uma vez que apds 72 horas em contacto com uma suspensao liquida
contendo bactérias, estas apresentam um efeito bactericida, revelando-se assim uma alternativa

bastante interessante para o tratamento de aguas contaminadas com bactérias.

1.2, Membranas de AC contendo Al-NPs e Ag-NPs

Todos 0s nanocompositos sintetizados por deposicdo quimica /in sifu de Ag-NPs e Al-NPs
numa matriz de AC, usando o isopropéxido de aluminio (Al(Pr-£QO)) e o nitrato de prata (AgNO,)

como precursores metalicos, adquiriram a forma de membranas transparentes e bastante

flexiveis.
Tabela 15 - Aspeto visual das membranas desenvolvidas contendo Ag-NPs e Al-NPs.
Membranas
4 wt. % AC
4wt. % AC 4wt. % AC/AI_1.0 mM 4 wt. % AC/Ag/A_1.0 mM (1:1)

4 wt. % AC/AI_30 mM 4 wt. % AC/Ag/AI_1:30 mM (1:30)

Na Tabela 15 verifica-se que a dispersdo de Ag-NPs e Al-NPs na matriz de AC deu origem a

membranas macroscopicamente homogéneas, notando-se uma leve coloracdo amarela nas

69



Capitulo IV — Apresentagao e Discussao dos Resultados

membranas contendo Ag-NPs, ao contrario do que acontece nas membranas contendo apenas Al-
NPs, em que nenhuma cor é observada. Posto isto, verifica-se que essa coloracao amarela, devido
a reducao do AgNO, com o borohidreto de sodio, € mais percetivel nas membranas contendo Ag-
NPs e Al-NPs, numa proporcdo 1:1 (AgNO./Al(Pr-£0);) em volume, ndo se verificando o mesmo
nas membranas contendo Ag-NPs e Al-NPs, numa proporcdo 1:30 (AgNO,/Al(Pr-£0),) em volume.
O facto de nao ser visivel essa coloracao caracteristica da presenca de Ag-NPs nas membranas
com uma maior concentracdo de Al(Pr-£0);, é provavelmente devido a maior concentracao de
isopropdxido de aluminio presente na membrana, e consequentemente maior reatividade
apresentada por este precursor de aluminio.

Em ambos os casos, as membranas apresentam-se transparentes, sendo possivel ver
através das mesmas. A transparéncia e a flexibilidade exibidas por estas membranas apresentam-
se, entdo, como caracteristicas vantajosas, ampliando assim as possibilidades de aplicacao das

mesmas em dispositivos, onde estas caracteristicas sejam necessarias.

1.2.2. Espectroscopia de Infravermelhos

A espectroscopia de infravermelhos foi realizada as membranas de AC contendo 1.0 mM
de Al(Pr-£O); com e sem a presenca de 1.0 mM de AgNO,, com o objetivo de obter informacao
acerca da composicdo quimica das mesmas, e de uma certa forma, comprovar a formacao de Al-

NPs.

4 Wt.% AC/AI/Ag_1.0 mM (1:1)

1 4 wt.% AC/AI1.0 mM \
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Figura 34 - Espectro de absorcao FTIR-ATR das membranas de 4 wt. % AC contendo 1.0 mM de Al(Pr-£0), e 1.0 mM de AgNO..
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Os espectros representados na Figura 34 exibem as bandas caracteristicas do AC com e
sem a incorporacao de Ag-NPs e Al-NPs. Por comparacao dos diferentes espectros obtidos, verifica-

se que a formacao de Al-NPs na membrana de AC é confirmada pelo aparecimento de novas

bandas de absorcdo de luz infravermelha nos comprimentos de onda a 658 cm” e a 645 cm’,
correspondente a presenca da ligacdo Al-O na membrana [58], resultante da reacao entre o
acetato de celulose e o isopropéxido de aluminio.

Relativamente a formacao de Ag-NPs nas membranas de AC contendo AI-NPs, ndo se
verifica desvios ou alongamentos de picos, que possam comprovar a presenca destas. No entanto
confirma-se a incorporacao das Ag-NPs na matriz de AC, através, nao so, da visualizacdo das
imagens na Tabela 15 onde se verifica uma coloracao leve amarela, indicativa da formacéo das
mesmas, como também através do estudo da atividade antibacteriana, onde as Ag-NPs

desempenham o papel principal (Tabela 16).

1.2.3. Atividade antibacteriana

Estudos da atividade antibacteriana das membranas de AC contendo Ag-NPs com e sem a
presenca de A-NPs foram efetuados, de modo a investigar o efeito da incorporacdo das Al-NPs na
formulacao da membrana relativamente a atividade antibacteriana.

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para a atividade antibacteriana das membranas
de nanocompositos preparadas em relacao a duas coldnias de bactérias a 22 °C e 37 °C, sendo
a suspensao liquida de bactérias com e sem a incorporacao das membranas de AC, as amostras

de controlo.

Tabela 16 - Resultados da atividade antibacteriana das membranas de nanocompdsitos de Ag-NPs com e sem a presenca de

A-NPs.
N.2 de colénias a22 °C  N.° de coldnias a 37 °C
Pardmetro B R
(CFU.mL) (CFU.mL)
Suspensao liquida bacteriana > 300 247

§ 4 wt. % AC > 300 > 300
«
.E 4 wt. % AC/Ag_1.0 mM 0 0
(1]
= 4wt %AC/Ag/AI_1.0 mM (1:1) 3 0
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Verifica-se que, para ambas as situacdes estudadas, as amostras de controlo nao
apresentam atividade antibacteriana. Sendo o valor da concentracao da suspensao liquida de
bactérias em contacto com a membrana de AC praticamente idéntico a da suspensao liquida de
bactérias sem a presenca de membranas.

No caso da membrana de AC contendo Ag-NPs/AI-NPs, verifica-se que a eficacia da mesma
ndo é de 100 % na eliminacdo total das bactérias a 22 °C, o que acontece no caso da membrana
de AC contendo apenas Ag-NPs. No entanto, apesar de se detetarem bactérias vivas apos 72 horas
em contacto com a suspensao liquida de bactérias, o seu efeito bactericida & bastante notorio,
uma vez que se verifica uma reducdo de bactérias bastante acentuada (eficacia de 98 %).

Pode-se assim dizer que a presenca de Ag-NPs nas membranas é o parametro com maior
influéncia no estudo da atividade antibacteriana, tendo-se assim verificado o efeito bactericida, ou
seja, a reducao/eliminacao das bactérias nas suspensoes liquidas de bactérias em contacto com

as membranas de AC contendo Ag-NPs e/ou Al-NPs.

1.2.4. Estudos de remocao de fosforo

A presente seccao deste trabalho tem como finalidade estudar a cinética de adsorcao de
fosforo nas membranas contendo Al-NPs com e sem a presenca de Ag-NPs na sua constituicao
quimica. Este estudo da cinética &€ um fator importante, pois permite prever a velocidade de
remocdo de fosforo num intervalo de tempo. Posto isto, foram efetuados ensaios de adsorcao,
utilizando para o efeito solucdes de concentracao inicial de fésforo (P) de 1.0 mg/L, as quais foi
adicionada uma quantidade fixa de membrana (0.25 g/ 25 mL (m/v)).

Uma anadlise das curvas de cinética de remocao de fésforo em termos da influéncia da
concentracdo de Al(Pr-£0); na matriz de AC com e sem a presenca de Ag-NPs encontra-se na

Figura 35.
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Figura 35 - Concentracéo de fosforo ao longo de 24 horas em contacto com as membranas de AC/Al e AC/Ag/Al.

Na Figura 35 é possivel observar uma remocao da concentracao de fosforo mais acentuada
para as membranas com uma concentracao de 30 mM de Al(Pr-£O),;, ao fim de 24 horas, do que
as observadas para as membranas com 1.0 mM de Al(Pr-£O),. Este aumento da capacidade de
remocao de fésforo era esperado, uma vez que existe uma maior concentracao de Al-NPs nestas
membranas. Também quando comparados com as membranas contendo Ag-NPs resultados
similares sdo obtidos, ao fim de 24 horas, o0 que significa que as Ag-NPs presentes nas membranas
nao influenciam a remocéao de fosforo.

Por fim, observando os resultados obtidos é notorio que o objetivo de obter uma membrana
capaz de remover, ndo s6 as bactérias mas também o ido fosfato foi atingido, uma vez que as
membranas de AC analisadas contendo A-NPs e Ag-NPs apresentam uma capacidade de reducao
de concentracdes de fosforo para valores inferiores a 35 pg/L (Tabela 18). Esta capacidade de
reducdo de concentracoes de fésforo € um fator muito importante, uma vez que o excesso de
fosforo promove o crescimento excessivo das algas, resultando em problemas estéticos, mau odor,
cor, sabor [58], assim como a diminuicdo do oxigénio disponivel nos meios aquaticos, provocando
a morte, e consequentemente decomposicao de muitos organismos [113]. Walker ef al. [114]
determinaram que a concentracao minima de fosforo necessaria para que ocorra o crescimento
excessivo das algas no Lago Okeechobee, seria de 35 pg/L, sendo o maximo risco observado a
60 ug/L. Posto isto, pode-se concluir que as membranas obtidas neste trabalho sao capazes de
reduzir as concentracoes de fosforo para valores inferiores a 35 pg/L, revelando-se assim como

uma boa alternativa para a remediacao de aguas contaminadas com o iao fosfato.
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Tabela 17 - Concentracao de fésforo final apds 24 horas em contacto com uma solugéo de P de 1.0 mg/L.

Concentracao de fosforo apés 24h

Incorporacao

Parametro
1.0 mM Al(Pr-i-0), 30 mM AI(Pr-£O),

Membranas de 4 wt. % de AC

contendo 1.0 mM de AgNO, 31.3+2.7 pg/L 3.3+0.8 pg/L
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O presente trabalho centrou-se no desenvolvimento e caracterizacdo de uma membrana
biopolimérica, acetato de celulose, contendo Ag-NPs e AI-NPs, para a remediacdo de meios
aquaticos contaminados com microrganismos, podendo ainda ser utilizado para a remocao de
aguas contaminadas com o ido fosfato. Neste estudo foi avaliada a influéncia de diferentes
concentracdes de nanoparticulas metalicas, assim como diferentes concentracdes de acetato de
celulose, e ainda o efeito da estabilizacdo das Ag-NPs através da incorporacdo do P407.

As membranas de AC contendo Ag-NPs foram sintetizadas /7 sifu por reducao quimica do
nitrato de prata (AgNO,) com o agente redutor, borohidreto de sédio (NaBH,) dispersas em DMF,
com e sem a incorporacao de poloxamer 407, por evaporacado do solvente.

Num primeiro ponto, pode-se concluir que caracteristicas como o tamanho, aglomeracao e
concentracao de carga inorganico, assim como a concentracao de substrato celuldsico revelaram-
se relevantes no desenvolvimento de membranas de nanocompasitos poliméricos.

No que respeita a incorporacdo de Ag-NPs na matriz de AC, a sua ligacdo foi confirmada
nao so pela cor amarelada apresentada pelas membranas de nanocompositos, mas também pelas
imagens de SEM. Os resultados obtidos por DLS comprovaram que a solucao coloidal contendo
maiores concentracdes de AC (4 wt. %), assim como uma maior concentracdo de AgNO; (1.0 mM),
foi a que se apresentou mais monodispersa, ou seja, com uma menor taxa de aglomeracdo das
Ag-NPs.

No que concerne a influéncia de diferentes concentracdes de acetato de celulose, nas
membranas de nanocompdsitos com 4 wt. % de AC pode-se concluir que se obtém Ag-NPs com
menores tamanhos e distribuicdo de tamanhos, sendo este um dos principais objetivos desta
dissertacdo, uma vez que as Ag-NPs de menores dimensdes tém uma maior area superficial, o
que por sua vez confere uma maior eficiéncia antibacteriana a membrana. As membranas de
nanocompdsitos desenvolvidas contendo Ag-NPs na sua formulacao quimica apresentaram um
efeito bactericida inibindo o crescimento de colonias de bactérias a 22 °C e 37 °C.

Adicionalmente, resultados experimentais resultantes da analise por DMA em modo de
flexdo indicaram que a incorporacao de Ag-NPs tende a melhorar o comportamento mecanico da
membrana biopolimérica, denotando-se uma melhoria bastante significativa na estabilidade
mecanica da membrana de AC contendo Ag-NPs, para maiores concentracdes de AC (4 wt. %).

Os resultados obtidos da analise por TGA comprovaram que a incorporacdo de Ag-NPs na

matriz de AC retarda a temperatura de degradacdo maxima, aumentando assim, a estabilidade
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térmica das membranas de AC. A menor perda de massa foi observada para a membrana de 4
wt. % de AC contendo 1.0 mM de AgNO,, cerca de 87.62 %.

Relativamente a incorporacao de P407 na matriz de AC contendo Ag-NPs, registaram-se
claras diferencas no caracter hidrofilico das membranas de AC, isto ¢é, o surfactante P407
introduziu modificacdes superficiais na matriz de AC tornando-a mais hidrofilica. As imagens de
SEM destas membranas permitiram confirmar a alteracéo da morfologia do AC, devido a presenca
do P407 que induziu a formacao de cavidades de elevadas dimensdes na matriz polimérica, o que
contribuiu para uma boa atividade antibacteriana.

Membranas de AC contendo Ag-NPs e AI-NPs, sintetizadas /n7 s/t usando um precursor a
base de aluminio, o isopropdxido de aluminio (Al(Pr-£0);) numa solucédo de AC contendo Ag-NPs,

foram obtidas. A presenca das AI-NPs na membrana de AC, foi confirmada pelo aparecimento de
novas bandas de absorcéo de luz infravermelha nos comprimentos de onda a 658 cm” e a 645

cm’, correspondente & presenca da ligacido Al-O na membrana. Por outro lado, membrana de AC
contendo A-NPs e Ag-NPs, foi confirmada ndo sé pela cor leve amarela apresentada pelas
membranas de nanocompositos mas também pela inibicao bactericida de duas colénias de
bactérias a 22 °C e 37 °C.

Estudos cinéticos de adsorcdo de fésforo nas membranas contendo Al-NPs demonstraram
que a presenca de A-NPs apresenta uma capacidade de reducdo de concentracao de fosforo para
valores inferiores a 35 pg/L. Este valor é considerado como a concentracao minima de fosforo
necessaria para que ocorra o crescimento excessivo das algas, resultando na diminuicao do
oxigénio disponivel nos meios aquaticos. Em relacdo ao valor da capacidade de remocao de fésforo
pelas membranas contendo AI-NPs, verificou-se que esta grandeza se altera com a incorporacéo
de Al(Pr-£Q);, observando-se uma melhor performance para as membranas de nanocompositos
contendo uma maior concentracdo de Al(Pr-£0)..

Em suma, a combinacao de diferentes nanoparticulas metalicas, Ag-NPs e Al-NPs, permitiu
obter membranas de nanocompdsitos com dupla funcionalidade e bastante promissoras para
diversas aplicacbes, nomeadamente no tratamento e remediacdo de meios aquaticos, onde a
atividade antibacteriana e a capacidade de remocao de fosforo sao cruciais para uma melhoria da
qualidade da agua. Posto isto, conclui-se que as membranas de nanocompdsitos desenvolvidas
neste trabalho poderao ser uma alternativa eficaz e de menor custo em relacéo a algumas opcdes

convencionais para a remocao de contaminantes da agua. Estas poderao ser aplicadas /n sifu no
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leito do meio aquatico sob a forma de membrana, no qual a agua contaminada com bactérias

e/ou iao fosfato, serao inibidas/removidas na superficie do material, respetivamente.

Propostas de trabalho futuro

Atendendo aos resultados obtidos e conclusdes efetuadas nesta dissertacdo, sugerem-se

algumas propostas de trabalho futuro, de modo a dar continuidade ao presente trabalho.

— Desenvolver nanocompositos com niveis de incorporacao de poloxamer 407 superiores a
1.0 mM, de modo a evitar a coalescéncia das Ag-NPs.

— Investigar a atividade antibacteriana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

— Estudar a influéncia do pH na eficiéncia de remocdo do fésforo pelas respetivas
membranas.

— Transpor e avaliar os resultados obtidos a escala laboratorial para um sistema a escala
real.

— Determinar a quantidade de ides Ag(l) libertados em ambientes aquosos.

— Determinar o papel ativo dos terminais redutores do acetato de celulose na formacéo das

Ag-NPs.
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