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RESUMO

ROSA, Paula de Freitas. (2018). “Modificacao de meios filtrantes com nanomateriais
para controle de bioaerossois”. Tese de Doutorado. Universidade Federal de S&o
Carlos, Sao Carlos, 2018.

As pessoas consomem cada vez mais o seu tempo em ambientes fechados, e nestes
ambientes eleva-se o risco de contagio por doengas transmitidas pelas vias aéreas, devido
a baixas taxas de troca de ar. Assim, 0 nimero de agentes causadores de varias doencas
veiculados pelo ar se propaga mais rapidamente, aumentando os casos de problemas
respiratdrios. Portanto, controlar os microrganismos presentes nos ambientes internos
tornou-se extremamente necessario. Uma alternativa é desenvolver filtros para aparelhos
de ar condicionados, capelas de fluxos laminares e exaustfes de salas limpas que tenham
propriedades antimicrobianas. Existem inimeros materiais que possuem acdo frente a
fungos e bactérias, dentre eles a prata e o dioxido de titdnio. Com a combinagdo destes
dois materiais pode-se formar um composito que se espera ter um efeito sinérgico. Assim,
esta tese teve como principal objetivo o desenvolvimento de meios filtrantes modificados
com esses nanomateriais que apresentam capacidade antimicrobiana. Ap6s a modificacdo
dos filtros, foram feitas analises da forca de adesdo e os célculos de velocidade de
desprendimento entre os nanomateriais e as fibras, com o intuito de garantir o nédo
carregamento dos materiais para o ambiente. Os resultados mostraram que a inibicdo em
ambiente real foi de 55,6 £9,52, 72,2+4,81 e 81,1+1,92%, as forcas de adesdo 3,44, 14,32
e 12,24 nN e as velocidades médias necessarias para desprender 0s nanomateriais de
125,2, 46,8 e 35,7 m/s para a os filtros de prata, didéxido de titdnio e nanocompdsito
Ag/TiO> respectivamente. Estes dados sugerem uma diminuicao consideravel no nimero
de microrganismos quando se usam filtros modificados com estes nanomateriais e
demonstraram que as particulas sé@o removidas a diferentes velocidades. No entanto, com
os resultados obtidos ndo foi possivel apontar para um filtro que satisfaca todos os
parametros avaliados. O filtro modificado com Ag/TiO2 apresentou maior poder de
inibicdo dos microrganismos, no entanto, este material pode ser removido com
velocidades mais baixas quando comparado com os outros materiais. O filtro de prata

apresentou as menores taxas de inibicdo, mas sdo necessarias altas velocidades para
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remover as particulas aderidas a ele. Assim, o filtro mais adequado serd aquele que

satisfizer as condi¢Oes operacionais do equipamento no qual ele sera utilizado.
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ABSTRACT

ROSA, Paula de Freitas. (2018). “Modification of filter medium with
nanomaterials to control bioaerosols'. Tese de doutorado. Universidade Federal de
Sao Carlos, Séo Carlos, 2018.

People are increasingly wasting their time in indoors environments, in these locations
there is a risk of contagion from diseases transmitted by the airways, due to low rates of
air exchange. Thus, the number of causative agents of various diseases airborne spreads
more rapidly, increasing cases of respiratory problems. Therefore, controlling the
microorganisms present in indoor environments has become extremely necessary. An
alternative is to develop filters for air conditioners, laminar flow hoods, and clean room
exhausts that have antimicrobial properties. There are numerous materials that have an
action against fungi and bacteria, among them silver and titanium dioxide. By combining
these two materials a composite can be formed which is expected to have a synergistic
effect. Thus, this thesis had as main objective the development of modified filter media
with those nanomaterials that present antimicrobial capacity. After the modification of
the filters, adhesion strength analyzes and peel velocity calculations between the
nanomaterials and the fibers were done in order to ensure that they are not released into
the environment.

The results showed that the inhibition in the real environment was 55.6 + 9.52, 72.2 +
4.81 and 81.1 + 1.92%, adhesion forces 3.44, 14.32 and 12, 24 nN and the average
velocities required to release the nanomaterials of 125.2, 46.8 and 35.7 m/ s for the silver,
titanium dioxide and Ag/TiO2 nanoparticles respectively. These data suggest a
considerable decrease in the number of microorganisms when using filters modified with
these nanomaterials and have shown that the particles are removed at different speeds.
However, with the results obtained it was not possible to point to a filter that satisfies all
the evaluated parameters. The Ag/TiO2 modified filter showed greater inhibition capacity
of the microorganisms, however, this material can be removed at lower speeds when
compared to the other materials. The silver filter has the lowest inhibition rates, but high
velocities are required to remove the particles adhered to it. Thus, the most appropriate
filter is one that satisfies the operating conditions of the equipment on which it will be

used.
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CAPITULO 1:
INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Neste capitulo serd descrita uma breve contextualizagdo, bem como os objetivos

gerais e especificos desta tese.

1.1. Contextualizagdo

A poluicdo do ar é uma grande ameaca a sade humana, especialmente no que se
refere a problemas respiratorios. Os poluentes provenientes de inumeras fontes, tais
como, veiculos, industria e queimadas tem ocasionado uma degradacgdo da qualidade do
ar gue respiramos. Na classe dos poluentes atmosféricos, encontram-se 0 CO, SOz, NO;
aldeidos, hidrocarbonetos e os materiais particulados. De acordo com a CETESB,
denomina-se material particulado o conjunto de poluentes constituidos de poeiras,
fumacas e todo tipo de material s6lido e liquido que se mantém suspenso na atmosfera
devido ao seu pequeno tamanho. Os materiais particulados podem trazer aderidos a si a
classe de poluentes denominados bioaerossois, que correspondem as particulas de origem
biol6gica suspensas no ar que abrangem os virus, bactérias, fungos, insetos, graos de
polen e fracdes de plantas (CAVINATTO, 1991). As particulas bioldgicas podem
compreender de 10 a 50% da massa total do ar, esta variacdo é dependente da estacdo do
ano e da localizacdo geografica. Por serem considerados um dos principais causadores de
doencas infecciosas é importante que haja o controle ou, até mesmo, a eliminacdo das
bactérias e fungos. Existem inimeros materiais com carater antimicrobiano, e dentre eles
estdo compreendidos a prata, o dioxido de titanio e o composito destes materiais. Os
compositos combinam as propriedades dos materiais que os formam. Estes materiais
quando combinados podem proporcionar efeitos ainda maiores, por exemplo, o dioxido
de titdnio quando combinado a prata, pode potencializar o seu efeito biocida acrescendo
a ela um efeito biostatico. Estes materiais estdo sendo empregados em inimeros trabalhos
descritos na literatura, no entanto, as aplica¢fes estdo concentradas a liquidos. Neste
contexto, uma das alternativas de minimizagdo dos bioaerosois presentes no material
particulado de ambientes internos é a utilizacdo de um meio filtrante modificado com
estes materiais. Assim, o ar contaminado tende a ser purificado ao entrar em contato com

as particulas biocidas/biostaticas presentes no meio filtrante.

24



CAPITULO 1:
INTRODUCAO

O grupo de pesquisa em que a autora se inseria possui ampla experiéncia na area
de filtracdo de gases com foco principal em avaliacdo e caracterizacdo de meios filtrantes,
ciclones, precipitadores eletrostaticos, dentre outros equipamentos para tratamento de
efluentes gasosos; no entanto, trabalhos que buscam a minimizacédo de bioaerossois ainda
ndo haviam sido desenvolvidos. Assim, este trabalho configurou-se como um trabalho
inovador e recheado de desafios, pois a maioria dos métodos (de sintese dos materiais,
avaliacdo do poder antimicrobiano e coleta do material particulado, avaliagdo da forca de
adesdo por AFM e calculo de velocidade de desprendimento das particulas do meio

filtrante) ainda ndo eram conhecidos e tampouco utilizados pelo grupo de pesquisa.

1.2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo a producdo de filtros com capacidade
antimicrobiana para serem utilizados para purificagdo de ar de ambientes internos. Como
objetivos especificos tiveram-se:

e sintetizar os nanomateriais Ag, TiO2 e Ag/ TiO. para modificar os meios filtrantes;

e modificar os meios filtrantes pela aspersdo e impregnacdo dos nanomateriais
sintetizados;

e caracterizar os meios filtrantes modificados em termos de sua perda de carga,
permeabilidade e eficiéncia de coleta;

e avaliar a eficacia dos materiais utilizados para modificar os meios filtrantes por meio
do estudo da contaminacdo controlada (Método de TSA e Densidade Otica) de
microrganismos;

o avaliar a eficécia dos meios filtrantes modificados em ambientes reais;

e determinar a forca de adesdo e a velocidade de desprendimento dos materiais nas

fibras para avaliar se eles ndo seriam carregados para o0 ambiente interno.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O foco principal deste trabalho é o desenvolvimento de filtros modificados com
nanomateriais que sejam capazes de inibir ou erradicar microrganismos presentes em
material particulado de ambientes internos. Deste modo, nesta secédo, sera apresentada a
revisao da literatura para este tema versando acerca dos conceitos gerais de filtracdo de
gases e 0s importantes parametros que envolvem esta operacao unitaria, mecanismos de
coleta de particulas, modificacdo de meios filtrantes e suas aplicacdes, qualidade do ar
em ambientes internos e bioaerossois, acdo antimicrobiana da prata e do diéxido de
titanio, mecanismos de atuacdo destes materiais sob os microrganismos E.coli, S.aureus
e C. albicans, forca de adesao (a qual deve ser estudada para se ter conhecimento de sua
magnitude e assim evitar que os materiais sejam lancados a atmosfera) e microscopia de

forga atbmica.

2.1. Filtragéo de gases

A filtracdo de gases é uma importante operacdo utilizada na separacao de sélidos
de um géas a qual se processa por meio da passagem de um fluido através de um meio
poroso permeavel (DICKENSON, 1994). Inicialmente, as particulas que entram em
contato com o meio filtrante vao sendo depositadas no interior deste meio filtrante. Este
tipo de filtracdo é denominado de filtragdo interna. Posteriormente, passado um intervalo
de tempo inicia-se a formacgdo de uma camada de particulas na superficie do filtro a qual
é denominada torta de filtracdo, que passa a ser responsavel pelo depdsito das demais
particulas no filtro. Esta filtracdo recebe o nome de filtracdo superficial (DULLIEN,
1989). Na operacdo de filtragdo, inUmeros sdo o0s parametros que devem ser avaliados
para que se tenha uma maior eficiéncia neste processo, dentre eles destacam-se a
permeabilidade e perda de carga nos filtros. Desta forma, neste trabalho serdo avaliados
0s parametros mencionados acima para que os filtros desenvolvidos tenham qualidade e

garantam uma 6tima eficiéncia de filtragéo.
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2.1.1. Meios Filtrantes e critérios de selecdo

A classificacdo dos meios porosos € dada em funcdo da estrutura das fibras que as
compde e podem ser denominados granulares ou fibrosos. Os granulares correspondem a
conjuntos de particulas ou graos, de forma esférica ou ndo, distribuidos de forma aleatéria
ou regular, e representam a maioria dos meios porosos. Ja os filtros fibrosos séo
constituidos por um conjunto de fibras que podem ser sintéticas ou naturais, podendo
estar dispostas de maneira regular ou aleatoria. Neste trabalho, os filtros utilizados
caracterizam-se como meios filtrantes fibrosos.

Um filtro é considerado fibroso quando é constituido por fibras em forma de fios,
com tamanhos variados. Durante a filtragéo, o fluido percorre a regido entre as fibras e o
particulado é coletado.

Nas operacdes de filtracdo devem estar presentes duas caracteristicas principais.
Primeiramente o filtro deve ser capaz de reter os sélidos contidos no fluido sem ocasionar
uma queda de pressdo indesejada, ou seja, o filtro deve ser capaz de remover as impurezas
do gas com a menor resisténcia ao fluido de arraste possivel. A segunda caracteristica
relevante esta relacionada a diminuicao da habilidade do meio filtrante em conduzir o ar
através dele, devido ao acumulo de particulas. A passagem do fluido pelo filtro e o
carregamento das particulas, resulta no aumento sucessivo da queda de pressao do filtro,
que pode conduzir ao entupimento do filtro (MIGUEL, 2003).

Os critérios fundamentais na avaliacdo de meios filtrantes, independentemente da
sua estrutura e aplicacdo sdo permeabilidade, eficiéncia de retencdo de purezas (eficiéncia
de coleta) e resisténcia mecanica (INNOCENTINI, 1997). Dentre as principais variaveis
de projeto que interferem diretamente na filtracdo de gases encontram-se a velocidade
superficial do gas, a queda de pressao, a quantidade de pé no meio filtrante e a eficiéncia
de coleta. Igualmente importante na caracterizacao de meios filtrante tais como densidade
e porosidade e tamanho médio dos poros. Na Tabela 1 estdo descritos os principais

pardmetros de projeto utilizados em filtracdo de gases.
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Tabela 1: Parametros de projetos utilizados com maior frequéncia na filtragdo de
gases.

Parametros frequentes na filtracdo de gases

Velocidade do gas 0,5a10 cm/s
Queda de pressao do filtro limpo 60 a 200 Pa
(APo)
Queda de pressao maxima de 500 a 2500 Pa
operacao (AP)

Massa de p6 depositada por 3

unidade de area (W) 200 a 2000 g/m

Eficiéncia de coleta (1) 99,92 99,99%

Fonte: Adaptado de Matteson, 1987.

2.1.2. Permeabilidade

O conceito de permeabilidade passa a existir a medida que um fluido é forgado a
passar por um meio poroso. Esta passagem forcada ocasiona uma transformacdo na
energia do sistema como um todo, geralmente proveniente da diminui¢do de pressdo
exercida pelo fluido. Desta forma, a permeabilidade ndo é um parametro apenas
caracteristico do meio poroso ou do fluido, mas sim da interacdo de ambos
(INNOCENTINI et al., 2009)

Innocentini et al. (2009) citam que Darcy, em 1856, foi um dos pioneiros a
equacionar empiricamente a modificacdo na energia causada pela passagem do fluido
através do meio poroso. Darcy prop6s que, para baixas velocidades de escoamento do

fluido de viscosidade p o gradiente de presséo (dP/dx) se constitui em:

—dP _ u
Vs 1)

Integrando a equacdo (1) para a espessura L tem-se:

AP
—=£ Vg (2)
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Na equacdo (2) ki corresponde a permeabilidade Darciana (também conhecida
como permeabilidade viscosa), AP a queda de presséo, L a espessura do meio filtrante, p
a viscosidade do ar e vs a velocidade superficial.

A equagéo (2), conhecida como Lei de Darcy, tem grande relevancia por ser
simples. No entanto, por emergir de ensaios a baixas velocidades (escoamento laminar),
esta lei considera somente os efeitos do atrito sobre a queda de pressao no filtro.

Innocentini et al. (2009) também menciona que opostamente ao que Darcy prop0os,
Reynolds (1900) e Forchheimer (1901) sugeriram uma relacdo parabdlica visto que a Lei
de Darcy ndo representava bem o fendmeno a altas velocidades. A essa relacéo parabdlica
associaram a variagdo de energia cinética de um fluido de densidade (p) ao longo do seu

escoamento atraveés do meio poroso. Empiricamente determinou-se que:
L=Ly 4Ly 3)

—=—v,.+—v
L ki S kp S

Na equacdo de Forchheimer surge o termo de permeabilidade ndo-Darciana ou
permeabilidade inercial (k2) a qual é dependente somente do meio poroso. Na equacgéo de
Forchheimer, o termo pvs/ky representa os efeitos da interacéo fluido-solido, enquanto o
termo pvs?/k, representa os efeitos cinéticos (RUTH e MA, 1992). Neste trabalho serdo
empregadas baixas velocidades (escoamento laminar), desta forma, a equacao de Darcy

serd utilizada para estimar a variavel permeabilidade.

2.1.3. Eficiéncia de coleta e Mecanismos de Coleta

A eficiéncia total de coleta n: (que inclui todos os mecanismos de coleta) pode ser

representada por:
=52 4)

Sendo Np correspondente ao numero de particulas depositadas por unidade de

tempo e Nc ao nimero de particulas que chegam ao coletor por unidade de tempo.
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O gas contendo material particulado atravessa o meio filtrante que compde as
fibras promovendo a deposicdo nas fibras. Esta deposicdo sé da por diferentes
mecanismos de coleta sendo os principais: difusional, inercial, interceptacdo direta,
gravitacional e eletrostatico (HINDS, 1999)

2.1.3.1. Mecanismo Difusional

O mecanismo difusional é resultante do movimento aleatorio (Browniano) a que
as pequenas particulas estdo sujeitas em um gas, denominada difusdo browniana
COURY, 1983). Este mecanismo é predominante em particulas submicrémicas e em
baixas velocidades de filtracdo. Particulas pequenas ndo seguem perfeitamente as linhas
de corrente do ar devido a suas constantes colisdes com as moléculas do ar. Por isto, as
particulas se encaminham por diversas direcdes, aumentando a probabilidade de se

chocarem com as fibras e ali ficarem depositadas.

2.1.3.2. Mecanismo Inercial

Este mecanismo é decorrente da inércia das particulas que estdo presentes em uma
corrente de gés. As linhas de corrente de gas se moldam ao passar em torno de um coletor.
Quanto maior a massa da particula, maior a dificuldade da particula em seguir estas
linhas, devido a sua inércia. Este mecanismo € predominante a altas velocidades
(COURY, 1983; HINDS, 1999).

2.1.3.3. Mecanismo de Interceptacdo Direta

A interceptacgdo direta é proveniente do tamanho coletor em relagdo ao tamanho
da particula. Este mecanismo é expressivo em particulas de dimensdes grandes, de
tamanho proximo ao tamanho do coletor. Neste mecanismo, uma particula é coletada pelo
coletor quando seu centro passa pela superficie do coletor a uma distancia menor ou igual
ao seu raio. A coleta por este mecanismo depende das propriedades de transporte do fluido
e da razdo entre diametro do coletor e da particula (COURY, 1983).
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2.1.3.4. Mecanismo Gravitacional

O mecanismo gravitacional é decorrente da gravidade que age sob a particula,
causando um desvio na sua trajetria normal. E predominante em baixas velocidades do
gas e em grandes particulas. A eficiéncia de coleta depende da dire¢do do fluxo e do
sentido da corrente gasosa, uma vez que em um fluxo de cima para baixo existe a

tendéncia das particulas se aproximarem do coletor (COURY, 1983).

2.1.3.5. Mecanismo de deposicao eletrostatica

O mecanismo de deposicdo eletrostatica ocorre quando ha interacdo eletrostatica
entre particula e coletor. As forcas eletrostaticas podem contribuir para 0 aumento da
eficiéncia de coleta de particulas durante a filtracdo. A presenca dessas forcas pode ser
proveniente das cargas eletrostaticas nas particulas, coletor ou pode ser induzida por

algum campo elétrico externo.

Figura 1: Mecanismos Fisicos de Coleta

Difusional .
Deposi¢ao

eletrostatica

Impactacao

inercial
’ L
<z

Linhas de
Corrente

Segao
transversal

Gravitacional Interceptagio da fibra
direta

Fonte: Adaptado de Spurny, 1998.
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2.1.2. Modificacéo de meios filtrantes e aplicagdes

Na literatura sdo descritos alguns trabalhos em que os autores promovem a
potencializacdo de meios filtrantes com materiais com atividade antimicrobiana. Na
sequéncia deste topico serdo apresentados alguns destes trabalhos.

Ungur e Hruza (2017) produziram filtros com nanofibras poliméricas para
purificacdo antibacteriana de ar e 4gua e comprovaram sua eficiéncia e estabilidade sob
condicdes simuladas de filtracdo. As solucdes de poliuretano foram modificadas com
microparticulas (700nm a 1pum) e nanoparticulas (=50 nm) de 6xido de cobre (CuO) para
comparar a influéncia das caracteristicas dimensionais do modificador nas propriedades
dos filtros compositos. Os aditivos antimicrobianos (concentragdes utilizadas 5; 7; 9,5 e
12%) foram introduzidos diretamente nas solucdes de pré-eletrofiacdo posteriormente
foram completamente misturados. A eficiéncia antibacteriana dos nanofibras com micro
e nanoparticulas foi estudada utilizando os microrganismos modelo Escherichia coli e
Staphylococcus gallinarum. Os autores concluiram que microparticulas de cobre sdo
aditivos antimicrobianos apropriados para a utilizacao em filtracao.

Faria et al. (2015) demonstraram uma abordagem viavel para produzir polimeros
com materiais antimicrobianos em sua composi¢do. Para isso, uma mistura de poli
(lactido-co-glicolideo) (PLGA) e quitosana foi eletrofiada para produzir fibras
poliméricas cilindricas e com pequeno diametro (356 nm). Para obter uma propriedade
antimicrobiana robusta, as fibras foram funcionalizadas com éxido de grafeno decorado
com nanoparticulas de prata (GO-Ag). A confirmacdo da presenca de GO-Ag na
superficie das fibras de PLGA-quitosana foi feita por Microscopia eletrdnica de varredura
e transmissdo. Os nanocompoésitos PLGA-quitosana funcionalizados com
nanocompositos GO-Ag foram capazes de inativar bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus).
Os resultados destes autores sugerem que a ligacéo covalente de nanocompdsitos GO-Ag
a superficie de PLGA-quitosana abre novas oportunidades para a produgdo de materiais
de revestimento de baixo custo com capacidade de impedir a proliferacdo microbiana em
superficies solidas podendo assim, serem utilizados com meios filtrantes para serem

aplicados na filtracdo de gases.
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Mpenyana-Monyatsi et al. (2012) desenvolveram filtros potencialmente de baixo
custo revestidos com nanoparticulas de prata foram desenvolvidos para a desinfec¢éo das
aguas subterraneas. As anoparticulas de prata foram depositadas em substratos de zedlita,
areia, fibra de vidro, &nion e cations em vérias concentra¢ées (0,01 mM, 0,03 mM, 0,05
mM e 0,1 mM) de AgNOa. Esses substratos foram caracterizados por MEV, EDS, TEM,
distribuicdo de tamanho de particulas e analises de DRX. Os cinco substratos revestidos
com varias concentra¢des de AgNO3 foram testados contra E. coli enriquecidos com agua
sintética para determinar a melhor concentracdo de carga que poderia remover
completamente as bactérias patogénicas da agua de teste. Os resultados revelaram que
todos os filtros foram capazes de diminuir a concentracdo de E. coli da agua sintética,
com uma maior eficiéncia de remocdo alcancada em 0,1 mM (21-100%) e uma menor
eficiéncia em concentragdes de 0,01 mM (7-50%). Assim, 0s autores sugerem que 0
sistema de filtro com substrato de resina Ag / catiénica pode ser usado como filtro para a
desinfeccdo de dguas subterraneas e para a producéo de dgua potavel.

Shafiee et al. (2015) avaliaram a eficacia de meios filtrantes de polipropileno
contendo nanoparticulas de TiO2 e os meios filtrante contendo particulas de argila na
filtracdo de bactérias. Foram avaliados o diametro da fibra, distribui¢cdo no meio filtrante
e porosidade. O efeito antimicrobiano foi avaliado utilizando bactérias E.coli. Os autores
concluiram que a reducgdo da E.coli foi de 69,4% utilizando o filtro de polipropileno com
particulas de TiO2 e 88,1% utilizando o filtro de polipropileno com argila.

Com a apresentacdo destes trabalhos, reitera-se a importancia de desenvolver

meios filtrantes com nanoparticulas antimicrobianas para uso em ambientes internos.

2.2. Qualidade do ar em ambientes internos e Bioaerossois

A motivacdo para o desenvolvimento de estudos na area de qualidade do ar interno
(QAI) é proveniente da descoberta de que em ambientes fechados as trocas de ar sao
diminutas, o que acarreta um aumento na concentragdo de contaminantes bioldgicos
nestes ambientes.

Segundo Wang et al. (2007), o ar interno corresponde as habitacdes, escritorios,
escolas e hospitais. O estudo de sua qualidade configura-se como sendo algo de extrema

relevancia, uma vez que, ha um aumento gradativo na construgéo de edificacdes
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absolutamente fechadas (desprovidos de ventilacdo natural) por motivos de ruidos, de
climatizacdo e até mesmo estéticos. Gioda e Aquino Neto (2003) reportaram que este
aumento no nimero de construcdes faz com que as pessoas fiquem, cada vez mais, grande
parte dos seus dias nestes locais, 0 que ocasiona 0 aumento de problemas relacionados a
qualidade dos ambientes internos.

Estudos da EPA (Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) sugerem
que a concentragdo de poluentes em ambientes internos pode ser até cinco vezes maior
do que em ambientes externos, um dos motivos que pode levar a este fato é a ndo
higienizacdo dos aparelhos de ar condicionado e a falta de controle peridédico das
possiveis fontes de contaminacao, estes dados estdo de acordo com a OMS (Organizacéo
Mundial de Satde) (SCHIRMER et al., 2011).

Dentre os principais poluentes do ar interno, destacam-se tanto contaminantes de
origem ndo biolodgica tais como o monoxido e o dioxido de carbono, o 6xido e o didxido
de nitrogénio, o didxido de enxofre, 0 0zonio, os materiais particulados, a fumaca de
cigarro e 0s compostos organicos volateis, quanto os de origem biolégica — denominados
bioaerossois (bactérias, fungos, etc.) — que sdo definidos como poluentes biolégicos que
se encontram suspensos na atmosfera. (SCHIRMER et.al., 2011).

Fujii (2006) avaliou a qualidade do ar interno em duas estaces de metr6 de Séo
Paulo. Neste estudo o autor encontrou, no material particulado, fungos considerados
comuns. No entanto, as possiveis contribuicdes de contaminantes fisicos e quimicos
encontrados em altas concentracdes, podem ter ocasionado a exposicao dos usuarios e
funcionarios dos metros a infeccdes e alergias.

No Brasil, a legislacdo que regulamenta os valores acerca de contaminantes
bioldgicos € a RE/ANVISA n9 de 2003 a qual recomenda para contaminacdo biol6gica o
valor maximo recomendavel (VMR) de 750 UFC/m3 (unidades formadoras de colbnia
por metro cubico de ar).

Lee e Jo (2006) avaliaram a qualidade do ar em diferentes andares de apartamentos
em uma cidade da Coréia e concluiram que ndo ha diferenga significativa nas
concentragfes de bactérias e fungos em se tratando dos andares dos apartamentos,
contudo, encontraram valores entre 10 e 1000 UFC/m3, sendo que os valores mais altos

estdo acima dos valores previstos pela ANVISA.
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Nascimento (2011) avaliou a qualidade do ar em uma biblioteca publica onde
concluiu que ndo ha inadequacdes quanto a contaminagdo do ambiente, uma vez que, 0S
valores obtidos estdo abaixo dos valores previstos pela ANVISA. Os valores encontrados
para ambientes internos foram de 100 a 250 UFC/m3.

No estudo da qualidade de ar interno também de bibliotecas, Obbard et al. (2000)
identificaram valores altos de contaminantes, os quais estdo acima dos valores que seriam
aceitos no Brasil, com valores de 800 a 3000 UFC/m3,

Neste contexto, é relevante que se estude uma maneira de erradicar estes

poluentes, e, neste trabalho, serd analisada uma metodologia para atender este feito.

2.3. A¢ado antimicrobiana da Prata e do Dioxido de Titanio

Acdo oligodindmica dos metais € a capacidade de pequenas quantidades de metais
pesados em exercer um efeito letal sobre as células bacterianas e virais. Metais
oligodindmicos, tais como prata e cobre vem sendo usados como desinfetantes, pois, 0s
mesmos, inibem a formacéo de esporos de bactérias e formacéo da biota (THURMAN e
GERBA, 1988). Acredita-se que estes metais agem como desinfetantes, pois inibem o
desenvolvimento desses organismos inativando suas enzimas. O mecanismo exato desta acao
ainda é desconhecido, mas alguns dados sugerem que o0s ions metéalicos modificam as
proteinas das células alvo.

Shrestha et al. (2009) demonstraram a ac¢do oligodinamica de alguns metais contra
bactérias Gram negativas, agentes patogénicos entéricos, isoladas a partir da agua potavel.

Este estudo explorou o uso de metais oligodindmicos para a descontaminacdo da
agua potavel utilizando vasos de prata e cobre, ja que, estes metais possuem pronunciado
efeito biocida.

O termo “nano” ¢ utilizado para designar a bilionésima parte de um metro. As
nanoparticulas sdo agrupamentos de atomos que podem variar de 1 a 100 nandmetros
(RAI et al.,2009), e que apresentam grande area especifica, o que Ihes confere um efeito
mais pronunciado, neste caso, o efeito biocida da prata e do cobre torna-se mais elevado
quando se encontram na forma de nanoparticulas. Frequentemente, as nanoparticulas,

exibem propriedades mecanicas, épticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas
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e superficies macroscopicas. O aproveitamento dessas propriedades em aplicagdes
tecnoldgicas forma a base da nanotecnologia de materiais (QUINA, 2004).

As pesquisas envolvendo nanomateriais aumentaram rapidamente nos Gltimos
anos, principalmente devido as suas caracteristicas vantajosas, em relagdo aos materiais
em escalas maiores correspondentes, incluindo o aumento da éarea superficial e
consequentemente a melhora na reatividade. Nanomateriais como prata e didxido de
tithnio tém sido amplamente relatados na literatura devido as suas capacidades
antimicrobianas (KIM et al., 2009). As técnicas usadas para sintetizar nanoparticulas de
prata incluem rotas de sintese verde (biossintese) empregando frutas (KUMAR et al.,
2017), plantas (RAJA et al.,2017; AMOOAGHAIE et al., 2015), algas (PALANISAMY
et al., 2017) e extratos de microalgas (FERREIRA et al.,2017) como agentes redutores.
As nanoparticulas de prata também podem ser sintetizadas usando microemulséao
(KRUTYAKOQV et al., 2008; ZHANG et al., 2007), eletroquimica (MA et al., 2004),
assistida por micro-ondas (EUSTIS et al., 2005) e métodos de reducdo quimica (GORUP
etal., 2011, PILLAI e KAMAT, 2004, LEE e MEISEL, 1982), entre outros.

As nanoparticulas de didéxido de titdnio também podem ser produzidas por
métodos verdes usando plantas (SUMAN et al., 2015; SIVARANJANI e
PHILOMINATHAN, 2016) e extratos fungicos (DURAIRAJ et al., 2014), bem como por
micro-ondas (ESTRUGA et al.,2010), sonogquimica (HASSANJANI-ROSHANA et al.,
2011) e procedimentos sol-gel. A técnica de sol-gel é amplamente utilizada para sintetizar
nanoparticulas de titanio e foi escolhida aqui devido a sua simplicidade e
reprodutibilidade (LAZAREVIC et al., 2010; MALEKFAR et al., 2009; SALKUS et al.,
2012).

Nanoparticulas de prata exibem excelente atividade antifingica contra
Trichosporon asahii (XIA et al., 2016) e Candida spp. (PANACEK et al., 2009), e séo
capazes de inibir bactérias como Brucella melitensis (ALIZADEH et al., 2013),
Pseudomonas chlororaphis (CALDER et al., 2012) e Bacillus Subtilis (BELLISSIMA et
al., 2013). Nanoparticulas de dioxido de titanio efeitos inibitdrios contra as bactérias
Pseudomonas putida (COMBARROS et al., 2016) e os fungos Hypocrea lixii (podridao
branca) e Mucor circinelloides (podridao parda) (FILPO et al., 2013). Casagrande (2010)
avaliou o efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata, ouro, cobre e niquel sob o

Streptococcus mutansem (agente causador da carie dentaria). Em seu trabalho o autor
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demonstrou que a prata tem um importante efeito antimicrobiano e que este efeito €
dependente de contato superficial, em que a prata pode inibir sistemas enzimaticos da
cadeia respiratoria e alterar a sintese de DNA.

Rajagopal et al. (2006) avaliaram a acao fotocatalitica do TiO> na destruigdo de
micro-organismos em biofilmes. Os autores concluiram que ha uma diminuicdo de cinco
vezes na contagem de bactérias, devido a formacédo de H20 na interface TiO2/biofilme.

Filpo et al. (2013) avaliaram o efeito do tratamento de oito tipos de madeira,
alguns dos quais sdo comumente utilizados no dominio do patriménio cultural, com uma
solucdo de nanoparticulas de dioxido de titanio. Estas amostras foram colocadas em
contato com duas espécies de fungos, Hypocrea lixii e Mucor circinelloides, que sdo
conhecidos como sendo responsaveis pela deterioracdo rapida da madeira. Os resultados
mostram que a atividade fotocatalitica das nanoparticulas de dioxido de titnio impede a
colonizacdo dos fungos nas amostras de madeira ao longo do tempo, principalmente
guando comparados com as madeiras que nao possuem nenhum tratamento. Desta forma,
as nanoparticulas podem ser facilmente aplicadas em superficies por meio de
pulverizacdo ou simples “pincelada” e representam um “escudo” que bloqueia a
contaminagdo. Esses materiais (Ag e TiO2), quando combinados, podem dar origem a
materiais chamados compositos.

Srisitthiratkul et al. (2011) estudaram o uso de nanofibras de TiO, decoradas com
nanoparticulas de prata. As amostras estudadas apresentaram aumento da atividade
antimicrobiana apds a incluséo de nanoparticulas de prata. A fotodegradacéo do azul de
metileno mostrou que a adicdo de 2% de nanoparticulas de prata melhorou
significativamente o desempenho fotocatalitico das nanofibras de TiO.. Por fim, os
autores concluiram que é possivel aplicar essas nanofibras hibridas em nanofiltracdo
ambiental e de higiene.

Nanocompositos de prata e dioxido de titanio foram testados como um agente
antimicrobiano (CAO et al., 2011). Pesquisas incluindo nanomateriais como antibiéticos
cresceram exponencialmente devido ao problema da resisténcia de patdgenos a
antibiéticos (CONLON et al., 2004).

Muitas metodologias podem ser usadas para avaliar o poder antimicrobiano de
nanomateriais. O método de difusdo é amplamente empregado, onde o grau de inibicdo
do halo fornece uma indicagéo da eficacia do material estudado (TURKI et al., 2012);
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(FREITAS etal., 2014); (PREMA et al., 2017); (RAVICHANDRAN et al., 2016); (TIAN
etal., 2016); (NINAN et al., 2014); (AHMAD et al., 2013); (ARSHI et al., 2011). Outra
forma de avaliar o efeito antimicrobiano dos materiais ¢ medir a densidade optica,
baseada na escala McFarland, que permite calcular o numero de células em uma amostra
(SELVAMANI et al., 2016). Neste estudo, ambas as metodologias foram utilizadas, uma
vez que apenas um dos nanomateriais pode ser avaliado pelo método de difusdo em disco.

Trés diferentes microrganismos (uma bactéria Gram-positiva, uma bactéria Gram-
negativa e um fungo) foram utilizados nos testes de eliminacgdo/inibi¢do. A avaliacdo da
eficacia dos materiais estudados foi o primeiro passo essencial no desenvolvimento de
produtos a serem utilizados em ambientes reais. Ibrahim et al. (2016) demonstraram em
seu trabalho que a nanotecnologia exibe caracteristicas notaveis para processos de
tratamento avancados, robustos e multifuncionais que podem melhorar 0 monitoramento
da poluicéo.

Desta forma, foram testadas metodologias empregando nanoparticulas e
nanocompositos que possuem efeito biocida na tentativa de erradicar bactérias e fungos

comumente presentes em material particulado.

2.3.1. Mecanismos de Atuacdo da Prata e do Dioxido de Titénio sob os

microrganismos E.coli, S.aureus e C.albicans.

Jung et al. (2008) estudaram o efeito antibacteriano e 0 mecanismo de acédo de
uma solucdo de ions de prata sob os microrganismos Staphylococcus aureus e
Escherichia coli analisando o crescimento, a morfologia e a ultraestrutura das células
bacterianas ap6s o tratamento com a solucdo de ions de prata. As bactérias foram expostas
a solucdo de ions de prata durante varios periodos de tempo, e o efeito antibacteriano da
solucéo foi testado usando o método convencional de contagem de placas e a analise por
citometria de fluxo (FC). Redugdes de mais de 5 logio UFC/mL de ambas as bactérias S.
aureus e E. coli foram confirmadas ap6s 90 min de tratamento com a solucdo de ion prata.

A microscopia eletronica de transmissdo mostrou mudangas consideraveis nas
membranas das células bacterianas ap0s o tratamento com ions de prata, 0 que pode ser a

causa ou consequéncia da morte celular. Em concluséo, os resultados do presente estudo
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sugerem que os ions de prata podem fazer com que as bactérias S. aureus e E. coli atinjam
um estado ativo mas néo cultivavel e eventualmente morram.

Lara et al. (2015) sintetizaram nanoparticulas de prata e realizaram ensaios sob 0
fungo C.albicans. Um ensaio fenotipico com este microrganismo demonstrou um bom
efeito inibidor dependente da dose de nanoparticulas de prata na formacéo de biofilme,
com um IC50 de 0,089 ppm. Além disso as nanoparticulas de prata demonstraram eficacia
quando testadas contra biofilmes pré-formados de C. albicans resultando em um I1C50 de
0,48 ppm. O ensaio de citotoxicidade resultou em um CC50 de 7,03 ppm. As diferengas
ultra estruturais visualizadas em MEV com tratamento de nanoparticulas de prata foram
mudancas na aparéncia da superficie da levedura de suave a aspero assim indicando dano
na parede celular externa.

Os autores demonstram que as nanoparticulas de prata sdo potentes inibidores da
formacéo de biofilme de C. albicans. Por imagens de MEV foi possivel observar a perda
global de estrutura de biofilmes, principalmente devido a ruptura da célula externa
membrana/parede e inibi¢do da filamentacdo. A Microscopia de Transmisséo indicou a
permeabilizacio da parede celular e subsequente rompimento das camadas estruturais da
parede celular fungica externa. Assim, os autores concluiram que efeitos anti-biofilme
sdo causados pela ruptura da parede celular.

Bonnet et al. (2015) avaliaram a eficiéncia de morte dos microrganismos
utilizando de particulas de didxido de titanio em suspensao. Duas espécies de Escherichia
coli, Lactobacillus casei rhamnosus e Staphylococcus aureus foram utilizados para testar
as atividades antimicrobianas das nanoparticulas.

A atividade antimicrobiana destas nanoparticulas (NPs) foi investigada
considerando-se a concentracdo de NPs, tempo de irradiacdo UV, as diferentes espécies
de microrganismos e os valores de LC50 da suspensdo de nanoparticulas por contagem
das Unidades Formadoras de Colénias. Na concentracdo de 1 g/L de TiO-, as bactérias
testadas foram mortas apds 30 minutos de foto-tratamento. Os autores concluiram que a
bactéria gram positiva (Staphylococcus aureus) foi mais resistente que as gram-negativas.
Esta resisténcia pode ser proveniente da presenca do gene da catalase em seu genoma e
por apresentar uma parede celular mais espessa.

No entanto, os autores relatam que séo necessarios mais estudos para elucidar os

mecanismos de toxicidade induzidos pelas particulas de TiO>, e relatam ser interessante
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determinar a concentracdo intracelular de ROS, o nivel de peroxidacdo lipidica, a
integridade da membrana e os danos ao DNA. A analise da expressdo génica por RT-
gPCR e/ou RNA-Seq também permitird avaliar todos os efeitos das nanoparticulas nas
diferentes vias metabolicas e, especialmente, na via oxidativa.

Leung et al. avaliaram a toxicidade de nanoparticulas de ZnO e TiO; utilizando
Escherichia coli como organismo modelo. Ambos os materiais sdo semicondutores do
tipo n de banda larga e podem interagir com moléculas lipopolissacaridicas presentes na
membrana externa do microrganismo E. coli, bem como produzir espécies reativas de
oxigénio (ROS) sob iluminacdo UV. Apesar das semelhancas em suas propriedades, a
resposta das bactérias aos dois nanomateriais foi fundamentalmente diferente. Segundo
0s autores, quando a geragdo de ROS foi observada, a toxicidade do nanomaterial foi
comumente atribuida aos danos causados na membrana celular causados pela peroxidacao
lipidica. No entanto, os autores notaram que uma toxicidade significativa ndo se
correlaciona necessariamente com a regulacdo positiva de proteinas relacionadas a ROS.
TiO> exibiu significativa atividade antibacteriana, mas o perfil de expresséo proteica de
bactérias expostas ao TiO> foi diferente em relagdo ao H20- e as proteinas relacionadas
ao ROS ndo foram fortemente expressas. Por outro lado, 0 ZnO exibiu menor atividade
antibacteriana quando comparado ao TiO, e a resposta bacteriana envolveu a regulagéo
positiva de proteinas relacionadas a ERO, similar a resposta bacteriana a exposi¢do ao
H20:.

2.4. Forga de Adeséo

A adesdo de particulas micrométricas e nanométricas tém se tornado importante
em inimeros campos, como medicina (MARSHALL et al, 2003; TOUHAM I et al. 2003),
microbiologia (ZHANG et al, 2011; DUFRENE, 2002 e ALAM e BALANI, 2017),
engenharia quimica (ASAY e KIM, 2006), engenharia mecanica (KNOLL et al, 2017). e
engenharia ambiental (XING et al, 2010 e STAHL et al, 2013). A adesdo pode ter
consequéncias negativas e positivas, por exemplo, uma boa adesdo é importante para
manter uma imagem sob um papel em uma impressao usando tinta em pd. Em contraste,
é desejavel que o excesso de po depositado na parede e no chao da cabine de revestimento

possa ser limpo facilmente (TAKEUCHI, 2006). Também nao € desejavel, na industria
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de semicondutores, onde particulas finas aderem a componentes eletrénicos que causam
a contaminacao.

Atualmente, as técnicas mais comumente utilizadas para determinar a forca de
adesdo entre particulas e superficies sdo a Microscopia de Forca Atdmica (AFM- Atomic
Force Microscopy) (XING et al, 2010; SALAMEH et al, 2012) e a técnica de centrifuga
(PETEAN e AGUIAR, 2015; SALAZAR-BANDA et al, 2007; FELICETTI et al, 2008 e
FELICETTI et al, 2009). Mesmo com 0s numerosos esforcos em pesquisa e tecnologia,
a adesdo entre particulas e substratos esta longe de ser compreendida. A adesdo entre
corpos esta diretamente ligada as propriedades fisico-quimicas dos materiais, como
forma, tamanho, rugosidade e composicdo (PETEAN e AGUIAR, 2015).

A forca de adesdo entre superficies e particulas e entre particulas contiguas é
resultado da soma das forcas eletrostaticas, capilares e Van der Waals. No entanto, a forca
predominante depende das condi¢fes ambientais e das propriedades fisico-quimicas dos
materiais e superficies em contato. De acordo com Takeuchi (2006), a forca de adesao

total pode ser calculada como descrito na Equagéo (3):

Fad:dew+FC+Fel+Fquim (3)

Em que:

Fad = Forca de adeséo total,

Fvaw = Forca de Van der Waals;
Fc= Forca de Capilaridade;
Fes = Forca eletrostatica;

Fquim= Forgas quimicas devido a ligagdes quimicas ou interacdes acido-base.

Sabe-se que, nas interacGes entre particula-particula e particula-substrato, sem
ligagOes quimicas, auséncia de campo elétrico externo e baixa umidade, a forga de adeséo
pode ser derivada das forgas de Van der Waals (SALAZAR-BANDA et al., 2007).

As forcas de Van der Waals entre duas particulas sdo calculadas pela soma das

interacGes entre todas as moléculas dessas duas particulas (FROBERG et al., 1999). De
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forma simplificada, isso € conseguido pela integracéo, chamado modelo macroscépio. De
acordo com Hamaker (1937), as forcas de Van der Waals entre uma esfera de diametro

dS e uma superficie plana podem ser calculadas pela Equacéo (4).

Hd
Foaw = TZE (5)

Em que:

Zo: Distancia de separacdo entre duas superficies.

H: Constante de Hamaker, esta constante é dependente das caracteristicas do
material.

A principal dificuldade de uso da Equacéo 4 é determinar a distancia de separagédo
(Zo) entre duas particulas. No entanto, a forca de adesdo entre duas superficies também
depende das propriedades do material e da geometria das superficies. Existem alguns
modelos analiticos relatados na literatura para o comportamento mecénico ideal de esfera-
esfera ou contatos de esfera-plano. Dois modelos amplamente utilizados sdo JKR
(JOHNSON, KENDALL e ROBERTS, 1971) e DMT (DERJAGUIN, MULLER e
TOPOROV, 1975). Esses modelos consideram os sélidos elasticamente deformaveis em
contato com as geometrias esfera-esfera ou plano-esfera. Eles preveem uma forga de pull-

off necessaria para separar o0 solido que pode ser calculada como:

Faa =2mRW, (JKR) (6)

F,q = 2nRW, (DMT) (7)

Em que:

R: é oraio da particula no caso de um contato esfera-plano ou o raio reduzido das
duas particulas para um contato esfera-esfera.

Wa: E o trabalho de equilibrio de ades&o definido pelo negativo da troca de
energia livre de Gibbs por unidade de area de interfaces interativas. Pode ser calculado

pela equagéo de Dupré como:

Wia=v1+V2— V12 (8)
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Em que:

v1=tensdo superficial do solido 1,

v2=tensdo superficial do solido 2 e

v12=pode ser calculado como: Y1, = y; + ¥, — 2Vy1¥2

A aproximacdo de Derjaguin é aplicavel a particulas perfeitamente rigidas em
contato e é valida para sistemas em que a distancia de separacdo entre a esfera e o
substrato € muito menor do que o raio da esfera (sonda). Nas medidas de forc¢as de adeséo,
esta suposicdo sempre se aplica, mas essa aproximacao pode falhar nas forcas de contato
(de longo alcance). Deve-se lembrar que as particulas e os substratos se deformam
elasticamente ou plasticamente sob cargas aplicadas durante a adesdo e a anélise de
particulas e substratos requer modelos de mecanica de contato mais precisos que incluam
um componente de deformacao fisica (SALAZAR-BANDA et al., 2007).

Os modelos JKR e DMT apresentaram algumas diferengas. No modelo JKR,
assume-se que as forcas atrativas atuam apenas dentro da area de contato particulas-
substrato, ja Derjaguin et al. (1975) incluiram forcas de superficie de longo alcance que
operavam fora da area de contato particulas-substrato.

Existem algumas maneiras de determinar a forca de adesdo entre particulas-particulas e
particulas-superficies. Drelich et al. (2004) utilizou a técnica AFM para determinar as
medidas de forca de pull-off. A medida envolve o contato de uma sonda de (raio R) com
uma amostra planar. A correlacdo entre a forca de tracdo (F) e a energia superficial do

material (yS) ¢€:
F = 2cnRys 9)
Em que: ¢ é uma constante: no modelo DMT, ¢ = 2, e no modelo JKR, ¢ =1.5.
Kaushik et al. (2007) avaliaram o efeito no desprendimento de esferas de
poliestireno de tamanho micrométrico e particulas de alumina rugosas utilizando

microscopia de forga atbmica. Um trabalho semelhante foi conduzido por Xing et al.
(2010) para determinar a adeséo entre as superficies de um polimero. Neste estudo
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objetivava-se avaliar a forca necessaria que a agulha de AFM deveria ter para remover
completamente uma camada de polimero do substrato.

Vale ressaltar que os modelos descritos acima sdo modelos tedricos para a
previsdo das forgas de Van der Waals. Nas medidas de forca feitas experimentalmente,

utilizando a técnica AFM, a Lei de Hooke é considerada para o calculo em que:

F =kx (10)

Nesta equacdo k é a constante de mola (em medidas de AFM é a constante de

mola do cantilever) e x é deslocamento de massa do seu ponto de equilibrio (nas medidas
AFM x é a medida da deflexdo do cantilever).

2.5. Microscopia de Forca Atémica

A Microscopia da Forca Atémica foi inventada em 1986 por Binnig, Quate e
Gerber (BINNIG et al., 1986). Este equipamento pode medir precisamente as forcas de
superficie e as superficies da imagem com alta resolucdo. No AFM (Figura 2), a amostra

é escaneada por uma agulha, que esta anexada ao final de uma mola em um cantilever.

Figura 2: Esquema de um Microscopio de Forca Atdmica.

Fotodiodo
Laser

Agulha
Cantilever
Movimento Piezo

Suporte da amostra

Fonte: Wyart et al (2008).
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Durante o escaneamento, a forca entre a agulha e a amostra € medida considerando
a deflexdo do cantilever. Uma imagem topografica da amostra é obtida tracando a
deflexdo do cantilever em relagdo a posicdo da amostra. Também pode ser plotado,
alternativamente, a posicdo de altura da fase de traducéo. Essa altura é controlada por um
loop de feedback, que mantém uma forca constante entre a agulha e a amostra (BUTT et
al., 2005).

Em medidas de for¢a, a amostra é movida para baixo e para cima por meio de uma
aplicacdo de tensdo no transdutor piezoelétrico, onde as amostras estdo localizadas e,
assim, medindo a deformacdo do cantilever. A Figura 3 mostra a tipica deflexdo do

cantilever.

Figura 3: Esquema de uma tipica deflexdo de cantilever vs altura do piezo (Zc-
vs.-Zp) curva (esquerda) e Zc vs D plotado, com D = Zc + Zp.

t
Z - j.: S Z, i "
N -— N +—
: — E —
-
Z,
e

D

Fonte: Butt et al (2005) .

A medida da forca é o resultado da medida da deflexdo da Zc do cantilever versus
a posicdo do Piezo Zp, normal & superficie. E possivel obter a forca versus distancia,
multiplicando a deflexdo do cantilever pela constante de mola (kc), de modo que:

F=k.Z, (LeideHooke) (11)
A distancia de separacdo entre a agulha e a amostra (D) ¢ calculada pela soma da

deflex&o do cantilever e a deflexdo da posicao.
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D=27Z,+7Z (12)

Em que D € denominado "distancia” (BUTT et al., 2005).

A Figura 4 apresenta o diagrama de uma tipica deflexdo x deslocamento do
cantilever em vérias etapas (A-E). No ponto (A), a agulha esta proxima a superficie da
amostra a uma velocidade constante. No ponto (B), existem vérias forcas atrativas de
curto e longo alcance, essas forcas permanecem até o gradiente de forga total exceder a
rigidez do cantilever. A certa distancia ao longo da curva (C), a ponta AFM forma uma
ligacdo com a superficie da amostra, faz com que a cabeca do scanner se mova em uma
distancia além do ponto de contato inicial (B) durante o processo de retracdo. A medida
que a cabeca do scanner continua a se afastar da amostra (D), as interacfes adesivas entre
a agulha e a superficie da amostra sdo superadas no ponto (E) a medida que a agulha
retorna a sua posicdo original (YAKUB e SOBOYEJO, 2012).

Figura 4: Esquema de um diagrama de deflexdo-deslocamento tipico em

cantilever com destaques das varias etapas (A-E) da agulha do AFM.

Extensado do Piezo

. -

Retragao do Piezo

«— A

T

Forca de adesdo

l

Deflexao do Cantilever

Deslocamento do Piezo

Fonte: Yakub e Soboyejo (2012).

Na maioria das vezes, a deflexdo do cantilever € medida pela técnica de alavanca

oOptica. Um esquema dessa técnica € mostrado na Figura 5. Um feixe de laser € focado na
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extremidade do cantilever e a posicdo de reflexdo deste feixe € monitorada por um
detector sensivel a posicdo (PSD). Quando uma forca é aplicada a agulha, as dobras do
cantilever e o feixe de luz refletida movem-se através de um angulo igual a duas vezes a
mudanga final a = A (dZc¢ / dX). Se o detector estiver a distancia d do cantilever, o ponto

do laser se desloca no detector através de uma distancia (BUTT et al., 2005).

2d
Apps= 2dtana = FZI (13)
A deflex&o do cantilever pode ser escrita como:
_ F_Lg __ AppsL
C 738 3d (14)

Figura 5: Diagrama da alavanca de luz para detectar a deflexdo do cantilever.

Laser de diodo By,

Fonte: Butt et al (2005).

Em que: APSD ¢ a distancia que o ponto do laser move no PSD, d ¢ a distancia
entre a extremidade do cantilever e 0 PSD e Zc é a deflexdo do cantilever.

ApoOs a apresentacdo dos conceitos essenciais para o entendimento do trabalho
desenvolvido, estdo descritos na proxima se¢do os materiais e métodos utilizados para o

desenvolvimento dos estudos propostos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Nesta secao serdo descritos os principais procedimentos e equipamentos utilizados
para a coleta dos dados e avaliacdo dos parametros propostos. Na Figura 6 estd apresentado
um fluxograma das principais etapas do trabalho.

Figura 6: Fluxograma das principais etapas do trabalho.

Aquisicao do Sintese dos

meio filtrante nanomateriais

Avaliagao das
propriedades queda de .~
pressdo, permeabilidade Caracterizacdo T;ZI::?Z: ddea
e eficiéncia de coleta - MEV (EDS) RS
- DRX antimicrobiana
- Laser scattering controlada
- Potencial zeta
Modificagao
dos meios
filtrantes
Novo teste para avalia¢do das
propriedades do meio filtrante, apds
a modificagdo com os nanomateriais
|
Obtencao de imagens
para avaliara
modificacdo Medidas de for¢a de
Avaliagio do poder adesdo e Calculos de
antimicrobiano dos Veloafnlade de
meios filtrantes em desprendimento das
ambiente real particulas

Determinagao do filtro
mais adequado para
uso em
condicionadores de ar

Fonte: Acervo Pessoal
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3.1. Meio Filtrante

O meio filtrante utilizado foi cedido pela empresa Filtracom e corresponde a um meio
filtrante do tipo HEPA de composicdo de fibra de vidro. Outros meios filtrantes foram
inicialmente testados e ndo foi obtido éxito nas modificacBes. Estas modificacdes ndo foram
possiveis devido a alta permeabilidade destes filtros e, consequentemente, a ndo adesdo dos
materiais nas fibras destes meios filtrantes.

3.1.1. Caracterizagéo do meio filtrante

O meio filtrante foi caracterizado em termos da queda de pressdo, permeabilidade e
eficiéncia de coleta. Esta caracterizacdo foi feita antes e apdés a modificacdo com os

nanomateriais.

3.1.1.1. Queda de pressdo, Permeabilidade e Eficiéncia de coleta

As medidas de queda de pressdo (utilizadas posteriormente para o calculo de
permeabilidade) e a Eficiéncia de coleta foram realizadas utilizando-se o equipamento
ilustrado na Figura 7. Este equipamento consiste em (1) Filtros de purificacédo, (2) Gerador
de aerossois (descrito com mais detalhes abaixo), (3) Secador por difusdo, (4) Neutralizador
radioativo (1), (5) Suporte do meio filtrante, (6) Mandmetro, (7) Neutralizador radioativo
(1), (8) Rotametro e (9) Classificador, contador e Computador para aquisi¢ao de dados.

Para as medidas de queda de pressdo, inicialmente, o meio filtrante foi cortado na
dimensdo adequada (124,6mm de diametro) para ser alocado ao suporte. Posteriormente,
com auxilio do rotametro, variou-se a vazao de fluido que atravessava o meio filtrante. A
cada variagdo efetuada, um valor para a queda de presséo era registrado e posteriormente
utilizado no célculo de permeabilidade. Para as medidas de eficiéncia de coleta, foi
necessaria a adicdo de particulas para que fossem contadas antes e apos o meio filtrante, e
assim, por meio da diferenca do nimero de particulas, obter-se a eficiéncia de coleta do meio
filtrante para a determinada faixa de tamanho de particulas. Para isso, 0 gas transportador
foi purificado e prosseguiu para o gerador de aerossol. Apés a geragdo, o aerossol seguiu

para o secador de difusdo onde a umidade foi removida. Em seguida, o aerossol passou pelo
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neutralizador e seguiu para o suporte do filtro (onde estava localizado o filtro HEPA). No
ultimo passo, o0 aerossol seguiu para o classificador e contador de particulas. A solucéao
utilizada para o teste de eficiéncia de coleta foi de DEHS assim como nas principais normas
de classificacdo de filtros (EN 779 e ISO 16890).

Figura 7: Equipamento utilizado para medidas de queda de presséo, eficiéncia de
coleta e geracdo do aerossol dos nanomateriais.

43cm

1- Filtros de purificacdo, 2- Gerador de aerossois, 3- Secador por difusdo, 4- Neutralizador radioativo (1), 5- Suporte do

meio filtrante, 6- Man6metro, 7- Neutralizador radioativo (1), 8- Rotametro e 9- Classificador, contadore Computador

Fonte: Rosa et al, 2017.

3.2. Preparacao das nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata foram preparadas pela reducéo de nitrato de prata, fazendo
para isso, 0 uso de solucdes de citrato de sédio pelo método padrao descrito por Turkevich
et al (1951). Em um erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 125 mL de uma solugéo
1,0mM de AgNOs, em seguida, o erlenmeyer foi colocado em uma placa aquecedora de um
agitador magnético. Com o auxilio de uma pipeta graduada foram gotejados 5mL da solu¢édo
de citrato de sodio 0,04M. A reacdo foi realizada durante 3 minutos com agitacéo de 1200
rpm e aquecimento de 100°C. Nesta etapa, houve o aparecimento da coloragdo amarelada
que indica a total reducdo dos ions prata com consequente formagéo de nanoparticulas de
prata. Posteriormente, o erlenmeyer foi retirado do aquecimento e foi colocado em outro
agitador magnético a frio com velocidade de 1200 rpm por 5 minutos; nesta etapa, a
tonalidade amarela tornou-se cada vez mais intensa. A solucéo foi resfriada a temperatura

ambiente. Esta metodologia foi definida no projeto de mestrado realizado pela autora e
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mostrou-se eficiente na producdo de suspensdes estaveis de nanoparticulas de prata com

tamanho médio de 50 nm.

3.3. Preparagdo das nanoparticulas de TiO>

Existem inumeros métodos de preparo de nanoparticulas de didoxido de titanio
descritos na literatura. Um dos métodos bastante empregados para a sintese é o método de
Pechini (1967), também conhecido como método do precursor polimérico. Para a realizacao
desta sintese, inicialmente o citrato de titanio foi preparado. Para tal sintese fixou-se a razéo
molar 3:1 entre acido citrico e isopropoxido de titanio (V). Em seguida dissolveu-se o acido
citrico em agua sob constante agitacdo e aquecimento a 70°C. Posteriormente o isopropoxido
de titénio foi dissolvido na solucéo de acido citrico o qual foi adicionado em cotas de 10mL,
mantendo-se as mesmas condi¢Bes de temperatura e agitagdo. Apos alguns minutos foi
obtida uma solucédo limpida e estavel. Esta solugdo foi deixada sob agitagdo por 3 horas e
posteriormente filtrada. A quantidade de sélido obtido foi gravimetricamente determinada
como TiOs.

A gravimetria foi feita por calcinagdo em um cadinho de alumina o qual foi
previamente limpo e seco em estufa, em seguida 0 mesmo foi transferido para uma mufla a
uma temperatura de 1000°C para realizar o tratamento térmico. Em seguida, ap6s o
tratamento, o cadinho foi resfriado a temperatura ambiente e posteriormente pesado.
Posteriormente 5 mL de citrato de titanio foi adicionado ao cadinho e em seguida 0 mesmo
foi levado a uma chapa aquecedora para evaporar o solvente remanescente. Em seguida, o
cadinho foi calcinado em forno mufla para a evaporacdo de organicos, com uma razédo de
aquecimento de 10°C/min com o tratamento térmico de 900 °C em 120 min. Ap0s a sintese
do citrato, o etileno glicol foi adicionado ao cadinho para promover a polimerizagéo pela
reacao de poliesterificacdo entre o citrato de titanio e o etileno glicol. Foi seguida a relagédo
molar entre o acido citrico e o etileno glicol de 60:40%, em massa. Apds a polimerizacéo a
120 °C foi formada uma resina limpida e bastante viscosa. A resina foi levada a mufla a uma
temperatura de 400°C por 2h onde ocorreu a formagao do “puff” (polimero pirolisado) € a
liberacdo de parte da matéria organica (COSTA et al., 2006). Apo0s esta etapa, o0 material foi
desaglomerado por moagem em almofariz de 4dgata e peneirado em malha 200 (74um). O

material foi novamente calcinado a 900 °C para completa elimina¢do da matéria organica e
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oxidacdo do cation metalico. A Figura 8 ilustra as etapas de calcinacéo realizadas no decorrer
da sintese das nanoparticulas de TiO».
Figura 8: Etapas de calcinacdo do TiO> sélido.

Temperatura desejada
°C/3h

Resfriamento
400°C/2h 10°C.mint
Aquecimento10°C.min!

Aquecimento
10°C.mint

Fonte: Acervo Pessoal.

3.4. Preparacao dos nanocompésitos Ag/TiO2

Os nanocompositos Ag/TiO, foram preparados como segue: O Butoxido de Titanio
(IV), (C16H3604Ti, 5 ml, 0,014 mol) foi adicionado a &cido acético (C2H40>, 9,6 ml , 0,16
mol) com agitacdo continua. O nitrato de prata (AgNOs, 0,121 g, 7,12 x 10 mol, razdo Ag
/ Ti =0,05) foi dissolvido em 30 ml de 4gua destilada e apds este procedimento adicionou-
se 0 agente dispersante goma arabica (GA) (foram adicionadas 0,9 g na mistura descrita
acima). A mistura foi aquecida a 60 °C durante 30 minutos para a dissolu¢do completa do
agente de dispersao. A solucdo de prata foi esfriada até a temperatura ambiente e o butéxido
de titdnio foi adicionado gota a gota, a solucdo foi agitada vigorosamente. O citrato de sodio
(agente redutor) foi adicionado a solu¢do, sob agitagdo vigorosa durante 3 horas a 60 ° C.
Foram utilizados 3,56mL de agente redutor na concentracdo de 0,4M. Para evaporar 0s
materiais organicos, a solucdo foi calcinada em uma mufla a 400°C por 1h, a uma razéo de
aquecimento de 10 °C/min, em um cadinho de alumina previamente tratado (tratamento
termico a 1000 °C por 30 min). Em seguida, o material foi desaglomerado por moagem em
almofariz seguido de um peneiramento em peneira de malha 200 (74 mm) e posteriormente
o cadinho foi colocado novamente na mufla a 900 °C por mais 2 h para completar a sintese
do TiOs..
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3.5. Caracterizacdo dos nanomateriais

Os nanomateriais foram caracterizados em tamanhos, potencial zeta (medida da

estabilidade das suspensdes geradas), composicao e cristalinidade.

3.5.1. Andlise de tamanho e de Potencial Zeta dos nanomateriais

As andlises de tamanho e de potencial Zeta foram feitas utilizando o equipamento
modelo Zetasizer Nano ZS90 da marca Malvern. As suspensfes dos trés nanomateriais
analisados foram preparadas na concentracdo 0,17g/L com uma porcentagem de 2,5% do
surfactante Dodecilsulfato de sodio da marca Sigma Sigma-Aldrich, 99% de pureza. O
equipamento utilizado opera na faixa de tamanho de 2 nm a 3 um. O tamanho das particulas
¢ medido baseado no movimento Browniano das particulas numa amostra usando
Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering (DLS)). O equipamento
utilizado pertence ao Laboratdrio de P&D em Processos Farmacéuticos e Biotecnoldgicos
(LAPROFAR/ USP Ribeirdo Preto).

3.5.2. Anélise da composi¢do dos nanomateriais

A composicdo dos nanomateriais foi avaliada utilizando os equipamentos Philips
XL-30 FEG e FEI Magellan 400L ambos com detector EDS acoplado (Os equipamentos
pertencem ao LCE-UFSCar). O EDS quando combinado com ferramentas de imagem, pode
proporcionar a analise elementar em areas muito pequenas da amostra. O impacto do feixe
de elétrons sobre a amostra produz raios X, que sdo caracteristicos dos elementos presentes
na amostra. A Analise EDS pode ser utilizada para determinar a composicao elementar de
pontos individuais da amostra ou até mesmo para mapear a distribuicdo dos elementos da
amostra como um todo. Este instrumento, conhecido como instrumentos de microanalise é
entdo utilizado para identificar e quantificar, na escala microscopica, os elementos quimicos

presentes na amostra.
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3.5.3. Andlise da Cristalinidade dos nanomateriais

A cristalinidade dos nanomateriais (apenas os que se apresentavam na forma sélida)
foi determinada com utilizando o Difratdbmetro AXS Analytical X - Ray Systems Siemens
D 5005, operando com 1600 W de poténcia, 40 kV x 40 mA, radiacdo Cu-K alfa,
comprimento de onda A=1.54056 A, inerente ao tubo de cobre. As intensidades obtidas em

angulos 2 6 com variagdes de 5° a 60° (2°/min).

3.6. Geracao do aerossol e Modificacdo dos meios filtrantes

Os filtros foram modificados pela deposi¢do por aspersdo de nanoparticulas em sua
trama. Os filtros foram modificados em um periodo de duas horas com suspensdes de
concentracdo de 0,17 g /mL de cada um dos trés nanomateriais e velocidade de 5 cm/s através
da geracdo do aerossol dos hanomateriais utilizando o equipamento ilustrado na Figura 6.

Para a geracdo do aerossol foi utilizado um inalador comercial (facilmente
encontrado em farmacias populares) da marca NS, modelo 1-205. Este dispositivo é
composto por um reservatorio para armazenamento do liquido (do qual ird ser gerado o
aerossol) e um bocal de saida. Neste dispositivo 0 ar comprimido penetra pela parte inferior
do reservatorio e é direcionado a passar por um orificio localizado em seu interior. O ar
comprimido em contato com o fluido a altas velocidades e ocasiona a atomizagéo. Neste
aparato, as gotas maiores sdo removidas por meio de impactacdo inercial e retornam ao
reservatorio. A névoa de gotas pequenas segue o fluxo do ar e passa por um secador de
difusdo e as particulas ja secas sdo alimentadas pela corrente de ar que compde a linha
principal. Este gerador de particulas foi desenvolvido no laboratério de Controle Ambiental
(sob a supervisdo da Professora Vadila Giovana Guerra Béttega) e pioneiramente utilizado
no trabalho de Zoccal, 2015.

O gerador de particulas utilizado pode ser visualizado na Figura 9.
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Figura 9: Inalador comercial utilizado para gerar o aerossol dos nanomateriais Ag, TiO2 e
Ag/TiO.

Fonte: Acervo Pessoal
Apbs a geracdo do aerossol e a modificacdo dos meios filtrantes, foram feitas

imagens de microscopia eletrébnica de varredura para confirmar a existéncia das

nanoparticulas aderidas ao meio filtrante.

3.7. Teste “in vitro” da capacidade antimicrobiana dos nanomateriais
Com o intuito de avaliar a capacidade de inibicdo/erradicacdo dos nanomateriais

foram feitos testes “in vitro” com concentragdes conhecidas de microrganismos e de

nanomaterial.

3.7.1. Microrganismos testados na contaminacao controlada.

Os microrganismos escolhidos para contaminacdo controlada dos filtros foram:

o Escherichia coli (ATCC 11775): Bactéria bacilar Gram-negativa;

o Staphylococcus aureus (ATCC 29213): Bactéria esférica (do grupo dos

cocos), Gram-positiva;

o Candida albicans (Colegéo de culturas): Fungo leveduriforme;
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Estes microrganismos foram escolhidos por representarem diferentes tipos de

patdgenos e por serem comumente encontrados em todos os ambientes.

3.7.2. Preparacao da solucgéo para utilizacdo da escala de McFarland

Inicialmente foram preparadas duas solucdes, uma solucdo de &cido sulfarico
(H2S04) a 1% e uma solucdo de cloreto de bario (BaCl,) a 1,175%. O preparo da solucdo
final foi feito adicionando 9,95 mL da solucédo de &cido sulfurico e 0,05 mL da solucgdo de
cloreto de bario a um tubo de 10 mL. Esta solugdo apresentou uma concentragéo de 1,5x108
g/mL. A solucgéo foi armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. O precipitado
de sulfato de bario, quando ressuspendido, corresponde a densidade conferida pelo cultivo

dos microrganismos em meio liquido, na concentracéo de 1,5x108 UFC/mL.

3.7.3. Escolha do Agente dispersante para estabilizacdo dos nanomateriais

Para a realizagdo dos testes iniciais de efeito antimicrobiano foram utilizados os
meios filtrantes modificados com cada um dos trés nanomateriais. Contudo, notou-se que a
concentracdo de material contida em cada por¢do do meio filtrante (1 cm?) era muito baixa
e os erros relativos obtidos estavam acima do valor aceitavel (erros superiores a 10%). Estes
erros tornaram este procedimento invidvel. Os testes seguintes foram feitos apenas com o
nanomaterial. Para estes testes, foram adicionados 2,5 mg dos nanomateriais solidos (TiO>
e Ag/ TiO2) em 14,85 mL de meio de cultura e 0,15 mL do in6culo do microrganismo, no
entanto, ocorria a sedimentacdo do material e este ficava retido no fundo do tubo
ocasionando um gradiente de contato entre o material e o inéculo.

Baseado nestas evidéncias julgou-se necessario a utilizacdo de um agente dispersante
que fosse capaz de manter as nanoparticulas suspensas. Para isso, inicialmente foram
utilizadas as concentrag6es de 0,1, 0,3, e 0,5% m/v do agente dispersante Dodecilsulfato de
sodio (SDS) da marca Sigma-Aldrich com 99.0% de pureza. Os testes foram realizados e
notou-se que no branco (tubos contendo o meio de cultura e o indculo de 10° células de cada
microrganismo) havia menos células do que no controle (tubos contendo o meio de cultura,
o0 agente dispersante e o inoculo de 10 células de cada microrganismo). Estes resultados

demonstraram que o SDS promoveu a morte dos microrganismos e entdo se optou por
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utilizar o tensoativo Polisorbato 80 (home comercial Tween 80) que é frequentemente
utilizado na industria alimenticia e que possui toxicidade baixa em pequenas concentracgdes.

Os resultados destas constatacGes serdo apresentados na secao 4.

3.7.4. Ensaios para averiguacao do poder antimicrobiano dos filtros e materiais

em estudo

3.7.4.1. Ensaio de esfregaco em placa de Petri

Para realizar o ensaio 1 foram cortados pedacos do filtro de 1 cm? e estes foram
autoclavados. Apds este procedimento as porg¢des do filtro foram colocadas em um tubo de
ensaio contendo 102 células dos microrganismos juntamente com o meio de cultura e foram
deixadas por 5 minutos até que ocorresse a contaminacdo do meio filtrante. Em seguida foi
feito o “esfregago” do meio filtrante na placa de Petri contendo os meios de cultura
especificos para o melhor crescimento de cada um dos microrganismos. Este esfregago foi
realizado em placas de Petri onde os fragmentos do meio filtrante eram esfregados na placa.
Para isto, foi necessario flambar uma pinca, deixar esfriar e tomar o pedaco do meio filtrante
contaminado para, em seguida, semear em ziguezague toda a superficie da placa. Este tipo
de semeadura é comumente empregado para o isolamento bacteriano e/ou obtengédo de UFCs
isoladas. Neste trabalho teve-se a intencéo de realizar a contagem de UFC’s. A placa de Petri
juntamente com o in6culo foi deixada por 24 h em estufa a 37 °C para avaliar o crescimento

dos microrganismos. A Figura 10 descreve este procedimento.

Figura 10: llustracdo do procedimento de esfregaco do meio filtrante em placa.

Fonte: Acervo Pessoal
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3.7.4.2. Teste de difuséo em disco ou Teste de sensibilidade a antimicrobianos
(TSA)

Segundo Barry & Thornsberry (1991) o teste de difusdo em disco é aceito pelo FDA
(Food and Drug Administration) e estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National
Committe for Clinical Laboratory Standards). Rabanal et al. (2002) e Karaman et al. (2003)
sugeriram os testes de disco-difusdo os quais consistiam na adi¢do de 10 pL da solugdo de
agente antimicrobiano em discos de papel de filtro de 6 mm de diametro, nas diferentes
concentracdes a serem testadas, estes autores variaram de 31,25 a 500 pg/mL.

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a sensibilidade microbiana em
relacdo aos nanomateriais. O procedimento consistiu inicialmente na suspenséo das coldnias
em salina estéril (85%) até se obter uma turvacéo correspondente a 10’ UFC/mL na escala
de McFarland. Ap0s isto, 10 pL desta suspensao foram adicionados nas placas contendo o
meio de cultura Muller-Hinton agar. Em seguida, com auxilio de uma al¢a de Drigalski foi
realizada semeadura por toda a superficie da placa, procurando abrange-la em totalidade.
Depois disto, com o auxilio de uma pinga flambada colocou-se os discos de papel filtro sobre
a superficie do meio inoculado, exercendo-se uma leve pressdo nos discos para que eles
aderissem ao meio de cultura. Apos estes procedimentos as placas foram incubadas em
estufa a 37°C por 24 horas. Os didmetros dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano
ao redor de cada disco foram medidos com o auxilio de um halémetro. As medidas foram
tomadas em milimetros.

O halo de inibicdo para cada material testado (antibiético) normalmente ¢é
interpretado nas categorias sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M100-S18, 2008
(revisado anualmente), M2-A9, 2006 (documento de disco difusdo, revisado a cada trés
anos), (CLSI 2006, 2008). No entanto, os materiais em estudo ndo sdo classificados como
antibioticos por isso ndo sdo encontrados na lista CLSI. A Figura 11 ilustra 0 método TSA,
ja a Figura 12 ilustra a maneira com que foram dispostos os filtros e a quantidade do
nanomaterial utilizada. Este método também é conhecido como teste de disco-difusdo em

agar e foi proposto por Bauer e Kirby (1966).
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Figura 11: llustracdo do método para Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA).

2
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Adigao dos
nanomateriais € da
agua (controle)

Disposi¢ao dos discos

Fonte: Acervo Pessoal

Figura 12: Apresentacdo esquematica dos discos sob a placa e as respectivas

concentragdes de nanomaterial.

Fonte: Acervo Pessoal
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3.7.4.3. Ensaio em meio liquido utilizando a escala McFarland (Medida de
densidade otica)

Para realizacdo deste ensaio foram cortadas amostras de 1 cm? dos filtros
modificados com os trés nanomateriais e estes foram autoclavados. Ap0Os serem
esterilizados, os meios filtrantes foram condicionados em um tubo de ensaio contendo o
meio de cultura liquido (Muller Hinton, Kasvi) e os indicadores (microrganismos). O tempo
do indculo foi de 24 h e apds este periodo foi realizada a analise espectrofotométrica da
densidade otica (D.O.) da cultura microbiana.

Utilizou-se um método indireto para avaliar a turbidez da cultura microbiana. Para
estimar a concentragéo celular um feixe de luz foi emitido em uma suspenséo microbiana e
foi parcialmente desviado pelas células, a porcentagem de luz ndo desviada (transmitancia,
T) foi medida por meio de um espectrofotdmetro. A Densidade Optica (D.O.) da cultura
corresponde a Absorbancia, e foi determinada com base na expressdo D.O = log (10/1)), em
que lo é a intensidade da luz incidente e | € a intensidade da luz transmitida através da
suspensdo de células.

O comprimento de onda utilizado foi 625 nm, pois este comprimento de onda é
comumente utilizado para medir a Densidade Optica de suspensdes de células de bactérias
ou leveduras. Existe, com algumas limitacdes, uma relacéo linear entre a Absorbancia ou
D.0O. da cultura e o niumero total de células por mililitro de suspenséo, ou seja, a concentracdo
celular.

Utilizando este método ndo foi possivel identificar se as células eram viaveis ou
mortas, bem como ndo permitiu obter diretamente os valores absolutos da concentracédo de
células. Este método foi especialmente utilizado quando se pretendia confirmar se uma dada
cultura se encontrava em crescimento ou para acompanhar o crescimento microbiano com
base no aumento da D.O. medida a um comprimento de onda particular.

Realizando o método como descrito anteriormente ndo foi possivel observar uma
eliminacdo significativa de microrganismos. Uma hipdtese possivel para tal comportamento
foi que a concentragdo de nanomaterial presente na area de 1cm? ndo foi suficiente para
promover a morte/ inibicdo dos microrganismos. Assim, optou-se por aumentar a
concentracdo do nanomaterial no meio, adicionando a massa de nanomaterial contida na area

total de um filtro que serd utilizado em um teste real. Este filtro possui a area de 40,71 cm?
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e para a sua modificacdo sao utilizados 15 mL de uma suspensdo 6 Ug/L o que representa
uma massa de 2,5 mg do nanomaterial. Para o ensaio seguinte, foram preparados tubos com
15 mL do meio de cultura Muller Hinton e nestes foram adicionadas 10° células dos
microrganismos, 2,5 mg do nanomaterial a ser estudado e 1%v/v do agente dispersante
escolhido (Tween 80) ap0s a realizacdo do teste de toxicidade. Os tubos foram incubados
em estufa a 37 °C por 24 h e posteriormente foram feitas as leituras de densidade Optica.
Cabe ressaltar que foram feitos ensaios de controle (tubos contendo o meio de
cultura, o microrganismo e o Tween 80) e branco (tubos contendo o meio de cultura e o
microrganismo) para garantir a auséncia de contaminacdo e para que houvesse uma

referéncia para a comparagédo dos dados.

3.8. Testes dos meios filtrantes em ambiente real.

Com o objetivo de avaliar o efeito antimicrobiano dos meios filtrantes modificados
com os nanomateriais, foram feitos testes em um ambiente aqui denominado de “ambiente
real”. Este nome foi dado por representar um ambiente comum onde encontramos uma

grande variedade de microrganismos, configurando-se assim, um ambiente real.

3.8.1. Local de coleta

O banheiro feminino do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos foi escolhido como o local de coleta por ser um local de intenso
trafego. O banheiro foi escolhido pois acredita-se que banheiros sdo locais potencialmente
contaminados por fungos e bactérias, e, visto que, a ideia do trabalho é avaliar o efeito dos
filtros modificados com nanomateriais e que hd a necessidade de existéncia dos
microorganismos, este local foi definido como um local ideal de trabalho. O tempo de
amostragem foi de 1 h e a vazéo escolhida para os testes foi de 600 L/h. Esta vazéo de ar foi
escolhida com o objetivo de simular a vazdo da respiracdo de um homem em repouso.

Na Figura 13 esta apresentada a planta baixa do banheiro utilizado como local de

coleta.
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Figura 13: Planta baixa do banheiro localizado no DEQ/UFSCar (local de coleta).
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Localizado: Departamento de Engenharia Quimica/ UFSCAR,2018.

3.8.2. Coleta do Bioaerossol

Os bioaerossois foram coletados utilizando-se um sistema de filtracdo. Para coletar e
determinar o nimero de microrganismos existentes foi realizada uma filtracao do ar do local
escolhido utilizando um sistema de filtragdo especialmente construido para tal finalidade, de
acordo com Catranis et al. (2006). O sistema é composto por dois funis com garra, marca
Nalgene, modelo 315-0047; trés medidores de vazdo tipo rotdmetro marca ASA, escala de
400 a 1600 L/h e uma bomba de vacuo, da marca Fisatom, modelo 820, conforme observado
na Figura 14. O funil com a garra é fixado em uma haste, cuja altura em relag&o ao solo é

ajustavel e, nesta pesquisa, foi utilizada a altura de 1,45 m.
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Figura 14: Equipamento utilizado para a coleta do material particulado.
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1,45m
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1- Suporte dos meios filtrantes,
2- rotametros, 3- bomba a vacuo.

Localizado: Laboratorio de Controle Ambiental DEQ/UFSCAR, 2018.

Os componentes do sistema de filtracdo descrito na Figura 14 sdo apresentados com

mais detalhes na Figura 15.
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Figura 15: Detalhes dos componentes de filtragéo.
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Localizado: Laboratorio de Controle Ambiental DEQ/UFSCAR, 2018.
No suporte ilustrado na Figura 15 sdo ilustrados os filtros HEPA “branco” ¢
modificado dispostos lado a lado. Estes filtros foram dispostos desta maneira, com o intuito
de medir simultaneamente o efeito do filtro modificado em relagdo a um filtro sem

modificacéo.

3.8.3. Preparo do Meio de Cultura e das Placas de Petri

O meio de cultura do tipo Agar Nutriente de composicdo 5 g/L de peptona e cloreto
de sddio, 1,5 g/L de extrato de carne e extrato de levedura e 15 g/L de agar, marca Merck,
série Mikrobiologie foi empregado para a cultura de bactérias e fungos e seu preparo foi
efetuado de acordo com as recomendacdes indicadas no roétulo, o qual corresponde a uma
quantidade de 20 g do produto para cada litro de &gua destilada. Logo ap6s este meio foi
armazenado em frascos apropriados e foi esterilizado em autoclave vertical a 120 °C durante
15 minutos a fim de garantir que ndo havia presenca de microrganismos no mesmo. Em
seguida o meio foi estocado na geladeira.

Para utilizagdo do meio, 0 mesmo foi aquecido em forno micro-ondas e, cerca de
10mL do meio foi aplicado em cada placa de Petri as quais foram adquiridas esterilizadas.

Um volume de 50 mL de solucéo 0,9% de NaCl (cloreto de sodio) foi utilizado para
a lavagem dos filtros. Esta solucdo foi agitada a fim de garantir que todo material particulado
estivesse suspenso na solucdo. Em seguida um volume de 0,5 mL foi transferido para a placa

de Petri e com ajuda de uma alca de Drigalski este volume foi espalhado pela placa. O cultivo

64



CAPITULO 3:
MATERIAIS E METODOS

dos micro-organismos foi feito em shaker, o qual possibilita o controle de temperatura e
agitacdo os quais foram de 37 °C e 120 rpm. O tempo de incubacdo foi de 48 h, visto que
testes preliminares foram desenvolvidos no trabalho de mestrado da autora.

3.8.4. Determinagéo da Massa Seca e Porcentagem de Inibi¢ao/Eliminagao.

A metodologia escolhida para avaliar quantitativamente o teor de micro-organismos
foi a de massa seca. Neste método os tubos Falcon (tubos de polipropileno) foram
inicialmente dispostos em estufas a 60°C para eliminar toda a umidade presente no mesmo.
Em seguida, foram colocados em dessecadores para que a baixa umidade fosse mantida.
Posteriormente os tubos foram pesados e foi tomado nota dos valores. Os cultivos foram
realizados e ap0s 48 h foram extraidos 10 mL do meio de cultura contendo as células e foram
dispostos nos tubos Falcon para posterior centrifugacdo. Ap6s a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e os tubos contendo as células foram levados a estufa a 60°C.
Apds 18 h em estufa, os tubos foram retirados e dispostos novamente em dessecadores até
atingir a temperatura ambiente. Por fim os tubos foram pesados. O calculo da massa seca foi
realizado por meio da subtracdo da massa do tubo da massa do tubo contendo as células.
Este procedimento foi feito para ambos os filtros (modificado com os nanomateriais e nao
modificados).

Para o célculo do teor de inibicao/eliminacéo foi feito um calculo considerando-se a
massa seca obtida no filtro ndo modificado como 100% e ponderou-se a massa seca do filtro
modificado. Assim, comparando o0s teores obtidos nos dois filtros, denominou-se teor de
inibicdo/eliminacdo a diferenca dos valores encontrados entre o modificado e o nédo
modificado, visto que os filtros foram dispostos no ambiente interno no mesmo momento e

sob as mesmas condigdes.

3.9. Medidas de Forca de Adeséo e Trabalho de adeséo
Com o objetivo de avaliar a magnitude da forca que mantém o0s nanomateriais

aderidos ao meio filtrante, foram realizadas medidas de for¢a de adesdo e medidas de

trabalho de adesdo dos trés nanomateriais utilizando Microscopia de Forga Atémica.
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As forcas de adesao entre fibra e agulha, entre nanoparticulas (apenas nanomateriais
em pod) e entre nanoparticulas e fibras, foram medidas com um microscopio de forga atbmica
(JPK nanowizard 3) no ar a temperatura ambiente com uma umidade relativa constante de
50%. As medidas de forca foram realizadas com um cantilever SizN4 (DNP-10 de Bruker/
constante de mola = 0,12 N/m) com uma velocidade vertical do cantilever de 5,06 um/s, 8X8
pontos de medigdo e um tamanho de varredura de 100 a 500 nm?. Essas trés medidas
diferentes foram feitas para ver se, de fato, a forca medida era entre as particulas e meio
filtrante.

Para garantir condicdes constantes, todas as medidas de forca foram feitas de forma
consecutiva, usando o mesmo cantilever em condigdes ambientes. As curvas de forga foram
analisadas seguindo o trabalho de Farshchi-Tabrizi et al. (2006) usando o software R-studio.
A utilizacdo do software R demandou o desenvolvimento de um script em que era
selecionado o ultimo pico da curva de Forca x Deslocamento, e este pico era entdo
correspondente a forca de adesdo. No Apéndice 1 estdo apresentadas imagens da interface
do programa JKR o qual foi utilizado para selecionar e tratar as curvas obtidas via AFM e
no apéndice 2 encontra-se o script desenvolvido e uma imagem da interface do software R.

A andlise levou em consideracdo a inclinacdo da linha de base, subtraindo seu valor
daquelas das forcas de pico. Foram calculadas a forca de adesdo média e o trabalho médio
de adeséo.

A Figura 16 apresenta o Microscopio de Forca Atdmica utilizado. As analises de
forca de adesao foram realizadas na Universidade de Bremen sob a supervisao do Professor
Lutz Médler com o apoio da agéncia de fomento FAPESP (Processo BEPE - 2017/05251-
2).

Neste trabalho as forcas de adesdo foram medidas experimentalmente e calculadas
pelos modelos DMT e JKR, no entanto, para saber qual o real efeito destas forcas entre
particula e meio filtrante julgou-se necessario realizar calculos de velocidade de arrasto
destas particulas. Estes calculos levam em consideracéo a forca de adesdo ponderando a area
da particula, tornando assim a avaliagdo mais precisa. No topico a seguir seré discutido como

os célculos de velocidade de arrasto foram realizados.
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Figura 16: Microscopio de forca atbmica JPK nanowizard 3.

Fonte: Acervo Pessoal.

3.10. Célculo da Velocidade de Arrasto das Particulas Aderidas no Meio Filtrante

Com o intuito de avaliar a velocidade necessaria para desprender as particulas do
meio filtrante, foram feitos célculos igualando-se a forca de adesdo (medida
experimentalmente) a forca de arrasto. A equacgdo 15 corresponde a equacdo de forca de

arrasto utilizada nos célculos da velocidade.

1
Farrasto = > CppV?A (15)

Em que:

Co: coeficiente de atrito;

p: densidade do fluido de arraste (neste caso o ar);

V2: velocidade;

A: &rea da particula a ser extraida.

O coeficiente de atrito (Cp) € dependente do nimero de Reynolds, portanto foi
necessario fazer o uso de uma correlacdo empirica entre estes dois parametros. Neste

trabalho fez-se uma aproximacao para esfera e considerou-se apenas a forca de arrasto como
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a responsavel por retirar a particula do meio filtrante. A equacao 16 foi extraida do livro do

Morrison (2013) e foi utilizada para estimar o Cp levando-se em conta a equacdo 17

(Reynolds).
-7,94
co= 2 2'6(%) +0'411(2,6%) 0’25(1(16) (16)
D~y N ® 800 R
1+(§> 1+(m) 1+(10€6)
pVD
R="= (17)
Em que:

Re: niumero de Reynolds;
p: densidade do fluido (ar);
D: diametro da particula;

M: Viscosidade dindmica do fluido (ar).

Em um processo de célculo iterativo foi possivel encontrar as velocidades minima e

média de arranque de cada um dos nanomateriais estudados.

3.11. Célculo da Forca de Adeséo Tedrica — Modelos JKR e DMT.

Com o intuito de estimar as forcas tedricas de adesao os modelos JKR e DMT foram
utilizados. Calculos simples foram realizados utilizando as equagdes (5) e (6). As
intensidades obtidas foram comparadas com os valores de forca medidos experimentalmente
(utilizando a técnica de AFM).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguem nesta secdo os resultados da caracterizacdo do meio filtrante e
nanomateriais, avaliacdo do poder antimicrobiano dos nanomateriais, avaliagdo da forca
de adesdo e velocidade de desprendimento entre nanomateriais e fibra do meio filtrante e

a analise do poder antimicrobiano dos filtros em ambiente real.

4.1. Caracterizac¢ao do meio filtrante

Nesta sec¢do serdo apresentados os dados de caracterizagdo do meio filtrante. Para
esta caracterizacao foram avaliados os parametros queda de pressdo, permeabilidade e
eficiéncia de coleta do meio filtrante HEPA de composicéo fibra de vidro. Inicialmente
obteve-se a queda de pressdo através do equipamento ilustrado na Figura 7. Os célculos
de permeabilidade Darciana foram feitos, apds a obtencdo dos diferentes valores de queda
de presséo para diferentes velocidades de filtracdo, por meio da Equacéo 2.

A permeabilidade Darciana foi calculada levando-se em conta a curva AP/L x
velocidade superficial, em que p/ k1 corresponde ao coeficiente angular da reta. O valor
da permeabilidade encontrado para o filtro HEPA foi de 4,99x10™® m?. Este valor esta
bastante proximo dos valores encontrados por Bortolassi (2015). Os valores encontrados
por esta autora para os filtros do tipo HEPA fibra de vidro foram 7,28x 10"* m? e 9,04x10°
13 m2, Salussoglia (2016) avaliou meios filtrantes contendo nanofibras e obteve o valor
de permeabilidade Darciana de 2,5x10*?m2. Ao comparar o resultado obtido com o
resultado das duas autoras supracitadas, nota-se que ha uma convergéncia, ou seja,
apresentam-se na mesma ordem de grandeza para o meio filtrante do tipo HEPA e possui
valores préximos ao valor obtido para filtros com nanofibras.

Os experimentos foram feitos em triplicata e na Figura 17 esta apresentado o

gréafico correspondente a médias dos valores experimentais.
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Figura 17: Grafico AP/L x Velocidade superficial do filtro HEPA.
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Fonte: Acervo Pessoal
A Figura 18 apresenta os dados de eficiéncia de coleta do filtro HEPA para as
particulas da solucéo padrdo de DEHS.

Figura 18: Eficiéncia de coleta do Filtro HEPA.
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Fonte: Acervo Pessoal
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Com a analise do gréafico apresentado na Figura 18 € possivel observar que para
toda a faixa de tamanho de particulas varrida a eficiéncia de coleta foi superior a 99,6%.
A eficiéncia média apresentou valores acima de 99,8%. Estes dados estdo de acordo com
os dados comumente encontrados para filtros HEPA, que apresentam valores proximos
as 100% de eficiéncia de coleta para todas as faixas analisadas. No entanto nota-se que
na faixa de 100 nm ha uma queda na eficiéncia total de coleta. Esta diminuicao se deve
ao fato de que nesta faixa ndo ha predominancia de um Unico mecanismo de coleta e, a
soma dos mecanismos de coleta ocasionada uma queda na eficiéncia de coleta nesta faixa
de tamanho de particulas (entre 0,1 e 1 um). A Figura 19 ilustra 0os mecanismos de coleta

para uma Unica fibra.

Figura 19: Eficiéncia de coleta tedrica de acordo com 0s mecanismos de coleta
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Fonte: Adaptado de Hinds, 1999.
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Observa-se que na Figura 19, o mecanismo difusional ¢ o0 mecanismo mais atuante
em particulas menores do que 0,2 pum, enquanto 0s mecanismos inercial e de
interceptacdo sao predominantes em particulas maiores do que 1,0 um. Cabe ressaltar que
todas as particulas utilizadas (dos nanomateriais) possuem tamanhos inferiores a 1,0 um,

portanto, devem ter predominancia dos mecanismos de difusao e interceptacgéo direta.

4.2. Caracterizacao dos nanomateriais

Nessa secdo serdo apresentados os resultados referentes a caracterizagdo por
Microscopia Eletronica de Varredura (acoplado ao detector EDS), Difracdo de raios-x e
espalhamento de luz dindmico dos trés nanomateriais utilizados, bem como serdo
apresentadas as imagens do meio filtrante modificado com estes materiais.

Nas Figuras 20 e 21 estdo apresentadas as imagens de Microscopia Eletronica de
Varredura das nanoparticulas de prata. Estas imagens ndo apresentam boa qualidade pois
tratam-se de amostras liquida as quais possuem a necessidade de serem pingadas no
amostrador do microscopio, tornando as imagens menos nitidas do que as amostras

solidas que sao fixadas diretamente no amostrador.

Figura 20:1magem de nanoparticulas de pratacom  Figura 21: Imagem de nanoparticulas de prata com
aumento de 1000x. aumento de 20000x.
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72



CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a confirmacao de que o material sintetizado correspondia a nanoparticulas de
prata foi realizada uma anélise de EDS (Espectrometria por disperséo de energia de raios-
X). A Figura 22 ilustra os dados obtidas desta anlise.

Figura 22: Espectrometria por dispersao de energia de raios-X das nanoparticulas de

prata.
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Fonte: Acervo Pessoal.

Por meio da analise da Figura 22 é possivel observar que hd um pico
correspondente a prata. Este pico foi obtido na mesma regido (em aproximadamente 3
keV) do pico relatado por Hebeish, 2013, (HEBEISH et al. 2013). A analise demonstra
que a solucdo sintetizada era composta deste metal o que faz com que a sintese empregada
seja considerada viavel. A figura apresenta uma longa varredura (até 100kev) utilizada
para buscar a presenca de possiveis contaminantes. No entanto, ndo foi observado
nenhum outro pico, caracterizando particulas de prata pura.

Nas Figuras 23 e 24 estdo apresentadas as imagens de Microscopia Eletrdnica de

Varredura das nanoparticulas de Didxido de Titanio.
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Figura 23: Imagem de nanoparticulas de Didxido Figura 24: Imagem de nanoparticulas de Didxido

de Titdnio com aumento de 35x.
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Por meio da Figuras 23 e 24 é possivel observar que as particulas sintetizadas
possuem dimensBGes maiores do que aquelas esperadas (superiores a 50um). Segundo
Costa et al. (2006) estes aglomerados possuem caracteristicas de aglomerados moles
(formados por forgas de Van der Waals), pois foram facilmente desaglomerados
utilizando almofariz e peneira malha 200. O mesmo autor realizou anélises de BET e
confirmou que o pé de TiOz apresentou elevado valor de area superficial 74,2 m2 /g, e
por conseguinte tamanho de particula de 21 nm.

Para a certificacdo de que o solido sintetizado correspondia a nanoparticulas de
Dioxido de Titénio foi realizada uma andlise de EDS (Espectrometria por dispersdo de

energia de raios-X). A Figura 25 ilustra os dados obtidos desta andlise.
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Figura 25: Espectrometria por dispersao de energia de raios-X das nanoparticulas de Dioxido

de Titanio.
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Por meio da analise da Figura 25 é possivel notar que ha a formacéao de dois picos
correspondentes ao titanio e um pico correspondente ao oxigénio. Desta forma pode-se
presumir que o sélido sintetizado corresponde a Didxido de Titanio o que viabiliza o
método de sintese.

Ainda para a obtencdo da confirmacéo de que o s6lido sintetizado correspondia a
nanoparticulas de Didxido de Titanio foram realizadas anélises de difracdo de raios-x.
Nas Figuras 26 e 27 estdo ilustrados os difratogramas obtidos. O difratograma espelhado
tem o intuito de facilitar a avaliacdo da coincidéncia dos picos e, assim, fazer com que o
leitor perceba de forma mais nitida que o s6lido corresponde ao selecionado no programa
de analise.

A comparacao do difratograma da amostra sintetizada com o banco de dados do
programa Crystallographica Search-Match, considerando os planos de difracéo,
distancias interplanares e densidade atdmica / eletronica, indicou que o sélido sintetizado

corresponde a nanoparticulas de dioxido de titdnio com estrutura rutilica.
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Figura 26: Difratograma da amostra de nanoparticulas de TiO2 e background do
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programa de andlise utilizado.
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Figura 27: Difratograma da amostra de nanoparticulas de TiO espelhado no
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A principal aplicacdo de difragdo de raios-x refere-se a identificagdo de compostos

cristalinos. Os planos de difragéo, as distancias interplanares assim como as densidades
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de atomos (elétrons) em cada plano cristalino séo caracteristicos e Unicos de cada
substancia cristalina, da mesma maneira que o difratograma gerado para cada substancia
(similarmente a impressdo digital). Desta forma, foi possivel concluir que o sélido
sintetizado corresponde ao didxido de titanio assim como previsto.

Nas Figuras 28 e 29 estdo apresentadas as imagens de Microscopia Eletrénica de

Varredura dos hanocomp@sitos Titania - Prata.

Figura 28: Imagem de nanoparticulas de Titania - Figura 29: Imagem de nanoparticulas de Titania -

Prata com aumento de 100000x. Prata com aumento de 250000x.
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Para a certificacdo de que o solido sintetizado correspondia a hanocompa@sitos
Titania - Prata foi realizada uma analise de EDS (Espectrometria por dispersdo de energia
de raios-X). A Figura 30 ilustra os dados obtidos desta andlise.

Por meio da analise da Figura 30 é possivel notar que ha picos correspondentes a
oxigeénio, prata e titanio. A presenca de picos destes trés elementos diferentes sugere a
presenca do nanocomposito Titania-prata.

Ainda para a obtencdo da confirmacédo de que o sélido sintetizado correspondia a
nanoparticulas de Titania - Prata foram realizadas andlises de linhas de composicao que

estdo ilustradas na Figura 31.
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Figura 30: Caracterizacdo da composi¢do do nanocompdsito Ag/TiO2 por meio de

espectroscopia por dispersédo de energia de raios-X.
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Figura 31: Linha de composicéo tracada sobre o nanocomposito Titania — Prata.
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Fonte: Acervo Pessoal
A esquerda da Figura 31 esta ilustrado um aglomerado de nanocompoésito Titania
—Prata e a linha tragada sobre 0 compdsito teve como resultado a composigéo apresentada
a direita. A linha em vermelho corresponde ao carbono contido na amostra. Este carbono
deve ser proveniente da fita de carbono utilizada para aderir a amostra ao suporte. A linha
verde corresponde ao oxigénio que deve estar ligado a alguns dos metais (Ti ou Ag)
formando, possivelmente, um oxido. A linha azul escuro corresponde a prata e a azul

claro ao Titanio. Por meio dessas linhas de composi¢do confirmou-se a sintese de
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nanocompositos Ag/TiO.. Na Figura 32 e 33 estdo apresentados os difratogramas do

nanocomposito.

Figura 32: Identificacdo das fases presentes no nanocompésito Ag/TiO>
utilizando difragéo de raios-X.
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Na Figura 33 estd apresentado o difratograma do nanocompdsito de maneira
espelhada. A maneira de apresentar é apenas para facilitar a visualizagdo da coincidéncia
dos picos de maiores intensidades.

O difratograma de raios-X para o Ag /TiO2 mostrou que o material sintetizado é
cristalino, com picos correspondentes ao dioxido de titanio na fase do rutilo (mostrado
em vermelho) e prata (mostrados em azul). A presenca de picos distintos para as duas
especies foi indicativa da presenca de ambos 0s materiais, prata e titania, caracteristicos
de um compdsito. Os picos mais intensos da amostra sintetizada corresponderam aos
picos mais intensos nos difratogramas padréo de TiO2 e Ag, contudo, caracteriza-se como
um composito. As pequenas diferengas nas intensidades dos picos podem ser atribuidas

a diferente forma de preparo das amostras.
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Intensidade (%)

Figura 33: Difratograma da amostra do composito Ag/TiO2 espelhado no difratograma

do background do programa de analise.
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Nas proximas paginas serdo apresentados os resultados das anélises da
distribuicdo de tamanhos dos nanomateriais bem como suas estabilidades em agua.

A Figura 34 ilustra a varredura dos didmetros encontrados na amostra das
nanoparticulas de prata.

Figura 34: Distribuicdo dos didametros das nanoparticulas de prata.
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Fonte: Acervo Pessoal
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Por meio da Figura 34 é possivel constatar que as nanoparticulas de prata obtidas
pelo método de Turchevich, 1951 apresentaram valor médio de 39 nm. Estes dados séo
condizentes com o que foi encontrado por outras técnicas, 0 que garante a repetibilidade
e reprodutibilidade do método escolhido.

A Figura 35 apresenta a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de TiO>

obtidas pela técnica de Dindmica de Espalhamento de Luz.

Figura 35: Distribuicdo dos diametros das nanoparticulas de Titanio.
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Fonte: Acervo Pessoal

Analisando-se a Figura 35 pode-se verificar que as nanoparticulas de TiO:
sintetizadas apresentaram tamanho médio de 421 nm. Este valor encontrado difere do
valor encontrado na Microscopia Eletronica de Varredura. Na analise microscopica foi
possivel verificar que este material é nano estruturado formando particulas
micrométricas, possivelmente resultado de agregac&o. E notdrio que algumas técnicas de
analise enxergam somente as particulas aglomeradas e atribuem, desta forma, tamanho
micrometricos a elas. A Figura 36 e 37 ilustram as imagens do TiO2 que comprovam as

nanoestruturas deste solido.
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Figura 36: Imagem das nanoparticulas de Figura 37: Imagem das nanoparticulas de

TiO2 com aumento de 15000x. TiO2 com aumento de 100000x.
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Na Figura 38 estdo apresentados os dados da distribuicdo granulométrica do

nanocomposito Ag/TiO» feita pelo método obtidas pela técnica de Dinamica de
Espalhamento de Luz.

Figura 38: Distribuicdo dos diametros dos nanocompdsitos Ag/TiO».
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Analisando a Figura 38 é possivel verificar que as particulas obtidas por meio da
sintese utilizando o método de Pan et al., 2010 modificado apresentaram valor médio de

368 nm. Este valor encontrado remete que ha uma agregacao das particulas e foi possivel
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confirmar por meio da analise de Microscopia Eletronica de Varredura. A amostra de
Ag/TiO2 se comportou de forma similar ao TiO2, ou seja, apresentou aglomerados que
puderam ser vistos com o auxilio do MEV.

A andlise do potencial Zeta gerou os resultados descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Potencial Zeta dos nanomateriais.

Nanomaterial Potencial Zeta (mV)
Nanoparticula de Prata -19+24
Nanoparticula de Dioxido de -63+25
Titanio
Nanocompdésito Titania/Prata -60 £ 12

Fonte: Acervo Pessoal

A analise da Tabela 2 permite verificar que as nanoparticulas apresentaram
estabilidades grandes o suficiente para serem utilizadas na modificacédo dos filtros, visto
que, de maneira geral, as suspensdes com potencial Zeta acima de 30 mV (valor absoluto)
sdo fisicamente estaveis. SuspensGes com potencial Zeta acima de 60 mV mostram
excelentes estabilidades. Supensbes com potencial abaixo de 20mV possuem estabilidade
limitada, ja as que possuem valores abaixo de 5mV sofrem agregacdo pronunciada,
Muiller apud Obedait (1996). Especificamente no caso da prata, testes de estabilidade
foram feitos com o objetivo de avaliar se os tamanhos das particulas se mantinham
constantes. Os resultados demostraram que em um tempo de 2 horas de geracao constante
tinha-se o inicio da aglomeracao.

Apos a sintese e caracterizacdo dos nanomateriais foi realizada a modificacéo do
meio filtrante com os nanomateriais. As Figuras de 39 a 41 ilustram as imagens por
Microscopia Eletronica de Varredura ap6s a modificacéo dos filtros. E possivel
identificar a presencga dos nanomateriais nos trés filtros modificados, confirmando a

eficacia do método proposto para a modificagéo.
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Figura 39:Meio filtrante modificado com nanoparticulas de prata.

Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 40: Meio filtrante modificado com nanoparticulas de TiO».

Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 41: Meio filtrante modificado com nanoparticulas de Ag/TiO».

Fonte: Acervo Pessoal.
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4.3. Avaliagéo da capacidade antimicrobiana dos nanomateriais

Seguem nesta secdo 0s resultados relativos & avaliagdo da capacidade
antimicrobiana dos materiais em estudo. Estes testes foram realizados “in vitro” por meio
do estudo dos efeitos dos materiais considerando concentracdes conhecidas dos
microrganismos.

O teste descrido na sec¢do 3.7.4.1 foi realizado e ndo foram obtidos resultados
significativos. Todas as placas semeadas apresentaram 0 numero de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFCs) superior a 250. Segundo a U.S. Food and Drug
Administration (FDA), quando se tem valores superiores a 250 UFCs hé a sobreposi¢do
de coldnias. Esta sobreposicao inviabilizou o teste realizado. Posteriormente foi realizado
0 teste descrito na secdo 3.7.3 em que objetivava avaliar a toxicidade dos agentes
dispersantes. Na Tabela 3 sdo apresentados os dados do teste de toxicidade do agente
dispersante SDS.

Tabela 3: Dados do teste de toxicidade do SDS.

E.coli
Concentracdo do agente A - - Porcentagem de
dispersa?wte (%m%v) Absorbancia Media Eliminaggo (%)
0,5 0,0473+0,003 86,5
0,3 0,0613+0,010 82,6
0,1 0,1783+0,006 49,3
0 0,3520+0,008 0,0
S. Aureus
0,5 0,023+0,006 91,8
0,3 0,067+0,006 76,2
0,1 0,067+0,012 76,2
0 0,280+0,004 0,0
C. Albicans
0,5 0,02+0,005 94,0
0,3 0,013+0,004 96,1
0,1 0,023+0,004 93,1
0 0,336+0,011 0,0

Fonte: Acervo Pessoal
Analisando a Tabela 3 é possivel observar que o tensoativo Dodecilsulfato de
sodio foi toxico para os microrganismos em estudo. Nota-se que os valores ficaram entre
49 e 96% de eliminac&o das células. Estes valores indicam que na presenca de 100 células,

de 49 a 96 serdo eliminadas. Portanto, este tensoativo ndo é indicado para a estabiliza¢éo
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das particulas, visto que, ndo seria possivel saber com precisdo se a inibicdo nao estaria
sendo causada por ele ao invés de ser causada pelos nanomateriais.
Na Tabela 4 s&o apresentados os dados do teste de toxicidade do tensoativo Tween
80.
Tabela 4: Dados do teste de toxicidade do Twin 80

E.coli |
Concentracao do agente Al - Porcentagem de
dispersagnte (%v?v) Absorbancia Media Eliminaggo (%)
1 0,340 2,8
0 0,350 0,0
S. aureus |
1 0,291 -1,4
0 0,287 0,0
C. albicans |
1 0,332 -2,3
0 0,325 0,0

Fonte: Acervo Pessoal

Analisando-se a Tabela 4 foi possivel constatar que o agente dispersante Tween
80 ndo apresentou uma toxicidade expressiva para 0s microrganismos estudados. Este
composto €é utilizado em industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. Assim,
seguiram-se 0s ensaios utilizando o Tween 80 como agente dispersante dos
nanomateriais.

As imagens de 42 a 44 ilustram os resultados do procedimento descrito no item
3.7.4.1. Com este ensaio objetivou-se avaliar a inibicdo do crescimento dos
microrganismos utilizando-se os nanomateriais. A Figura 42 ilustra as placas contendo 0s
discos embebidos com a suspensdo de nanoparticulas de prata para o microrganismo
E.coli. As duas placas representam a duplicata, no entanto, os testes de cada concentracado
com cada material foram feitos em quadruplicata, pois em cada uma das placas existem

dois discos para cada concentragao.
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Figura 42: Ensaio de Disco-difusdo para o microrganismo E.coli com nanoparticulas
de prata (duplicata).
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Fonte: Acervo Pessoal

A Figura 43 ilustra as placas contendo os discos embebidos com a suspensao de

nanoparticulas de prata para 0 microrganismo S.aureus.

Figura 43: Ensaio de Disco-difusdo para 0 microrganismo S.aureus com

nanoparticulas de prata (duplicata).

Fonte: Acervo Pessoal

A Figura 44 ilustra as placas contendo os discos embebidos com a suspensao de
nanoparticulas de prata para o microrganismo C.albicans.
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Figura 44: Ensaio de Disco-difusdo para o microrganismo C.albicans com

nanoparticulas de prata (duplicata).

Fonte: Acervo Pessoal

Analisando as Figuras de 42 a 44 é possivel notar a formacao de halos de inibi¢do
(zona clara ao redor do disco antimicrobiano). Estes halos sdo formados devido a
capacidade de difusdo do antimicrobiano que se encontra impregnado nos discos de papel
de filtro, através do meio solido, inibindo o crescimento microbiano.

Para os nanomateriais TiO2 e Ag/TiO2 ndo houve a formagé&o de halo de inibigé&o.
Acredita-se que o ndo aparecimento do halo de inibicdo é em decorréncia da pouca
difusdo destes materiais no agar. Outro motivo que pode ter ocasionado a auséncia de
halo é a baixa dispersdo dos nanomaterias, fazendo com que eles se depositem no fundo
dos frascos, dificultando a pipetagem e a homogeneizagdo. A Figura 45 apresenta apenas
para efeito ilustrativo as placas com o microrganismo E.coli e 0 nanocompésito Ag/TiOa.
O restante dos resultados que demonstram a auséncia da formacdo de halo de inibicao

estad apresentado no Apéndice 3.
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Figura 45: Ensaio de disco-difusdo para o microrganismo E.coli com o nanocomposito
Ag/TiO.

Fonte: Acervo Pessoal

Na Tabela 5 estdo descritos os valores destes halos de inibicao obtidos para os trés

microrganismos com o nanomaterial de Ag.

Tabela 5: Medidas dos halos de inibic&o utilizando a Ag como antimicrobiano.

Volume da suspensdo | Tamanho do Halo
do nanomaterial (uL) de inibi¢do (mm)
E.Coli (6pg/L)

5 9+14

10 10,5+ 0,58

S.Aureus (6ug/L)

5 78+05

10 115+24
C.Albicans (6pg/L)

5 8+0

10 10,8+ 0,5

De acordo com 0 manual da Anvisa, existem critérios de interpretacdo do didmetro
dos halos de inibi¢cdo de maneira a classificar com precisdo os 3 niveis de sensibilidade
dos organismos a diversos agentes antimicrobianos. Estas categorias sdo divididas em
sensivel, intermediaria e resistente. Sensivel quer dizer que uma infeccdo por uma
determinada cepa pode ser tratada adequadamente com a dose do agente antimicrobiano
recomendada para esse tipo de infecgdo e patdgeno, exceto quando contraindicado. A
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categoria “intermedidria” inclui isolados nos quais as taxas de resposta sdao inferiores
aquelas apresentadas por isolados sensiveis. As cepas “resistentes’ ndo sdo inibidas pelas
concentraces sistémicas dos agentes antimicrobianos geralmente atingiveis nos regimes
terapéuticos habituais; e/ou podem ter os didmetros do halo de inibicdo dentro de uma
faixa de maior probabilidade de ocorréncia de mecanismos especificos de resisténcia
microbiana, além de a eficacia clinica ndo ter sido confiavel nos estudos terapéuticos.

Na literatura, existem tabelas de referéncia para os valores dos halos em
comparagdo com o nivel que se enquadra. No entanto, pelo fato de os hanomateriais ndo
se configurarem como antibidticos comerciais, ndo ha referéncias para estes materiais. O
que se pode inferir € que ha inibicdo dos microrganismos, no entanto, por este método
ndo foi possivel quantifica-la. Contudo, o teste descrito no item 3.7.4.3 apresentou
resultados quantitativos bastante promissores 0s quais encontram-se descritos nas Tabelas
de6a8.

Tabela 6: Dados de absorb&ncia média obtidas para o microrganismo E.coli.

Numero de células
. Absorbéancia (comparagdo coma | Porcentagem de
Nanomaterial - A PO
média solucdo de eliminacao (%o)
McFarland)
TiO2 0,262+0,009 3,35E+07 62,94+1,26
Ag/TiO> 0,241+0,002 3,08E+07 65,96+0,29
Branco (medidas
_ _ 0,707+0,031 9,04E+07 0,000
TiO2 e Ag/TiOy)
Controle 0,584+0,004 7,47E+07 17,39
Ag 0,209+0,010 2,67E+07 53,14+2,20
Branco
_ 0,445+0,029 5,69E+07 0,000
(medidas Ag)

Fonte: Acervo Pessoal.
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Tabela 7: Dados de absorbancia média obtidas para o microrganismo S.aureus.

Nanomaterial

Absorbancia

NUmero de células
(comparagdo com a

Porcentagem de

média solucdo de eliminacéo (%o)
McFarland)
TiO: 0,100+0,006 1,27E+07 66,74+1,55
Ag/TiO, 0,092+0,006 1,17E+07 69,41+1,90
Branco (medidas
_ _ 0,300+0,005 3,83E+07 0,000
TiO2 e Ag/TiOy)
Controle 0,284+0,012 3,63E+07 5,23
Ag 0,082+0,027 7,35E+06 67,47+£10,18
Branco
0,276+0,013 2,26E+07 0,000

(medidas Ag)

Fonte: Acervo Pessoal.

Tabela 8: Dados de absorbancia média obtidas para o microrganismo C.albicans.

Nanomaterial

Absorbancia

NUmero de células

(comparagdo com a

Porcentagem de

média solucdo de eliminacao (%o)
McFarland)
TiO2 0,114+0,009 1,46E+07 72,84+2,07
Ag/TiO2 0,104 £0,006 1,33E+07 75,22+1,43
Branco (medidas
_ _ 0,421+0,020 5,38E+07 0,000
TiO2 e Ag/TiOy)
Controle 0,405+0,030 5,05E+07 3,80
Ag 0,143+0,006 1,82E+07 67,8911 ,28
Branco
0,444+0,023 5,68E+07 0,000

(medidas Ag)

Fonte: Acervo Pessoal.

Os ensaios realizados demonstraram que oS teores de eliminagdo para o

microrganismo E.Coli foram de 53, 63 e 68% para os nanomateriais de Ag, TiO; e
AQ/TiO respectivamente, 67, 67 e 69% para S.Aureos e 68, 73 e 75% para C.Albicans.
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Estes resultados demonstram que ha uma diminuicdo significativa de microrganismos
variando de 53 a 75%. Os resultados sugerem que o compdsito é o material mais efetivo,
apesar da diferenca entre a titdnia e 0 composito ndo ser estatisticamente significativa.
Esses resultados podem ser melhor visualizados na Figura 46.

Segundo Allaker (2010) inGmeros materiais, sintéticos ou naturais, tém
apresentado propriedades antimicrobianas através de diversos mecanismos. Estes autores
relataram que TiOz, ZnO, fulereno, quitosana, nanotubos de carbono e nanoparticulas de
prata sdo alguns dos exemplos. Os mecanismos de acdo destes antimicrobianos, como
ilustrados na Figura 47 sdo: producdo fotocatalitica de espécies reativas de oxigénio que
destroem componentes celulares dos microrganismos (este é o caso do TiO), causam
danos a membrana celular e ao transporte de elétron das células (caso das nanoparticulas
de prata). Por meio das Tabelas de 6 a 8 também foi possivel observar que as maiores
porcentagens de inibicdo foram nos testes feitos com o nanocompoésito Ag/TiO;. Estes
dados sugerem que a soma dos mecanismos citados acima conferiu um efeito maior para
o material hibrido, pois 0 mecanismo de atuacdo da prata e do titdnio sdo diferentes e,

possivelmente, quando somados, tornaram o nanomaterial mais efetivo.

Figura 46: Teores de eliminacao dos trés microrganismos estudados utilizando os trés
materiais propostos.

90
<
S 80
= 70
O
Q2 g
=
(<5} 50
© a5 TiIO2
E 40
28 ® Ag/TiO2
g 30
[ Ag
S8 20
-
o
o 10
0

E.Coli S.Aureus C.Albicans

Microrganismos
Fonte: Acervo Pessoal.
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Ja, a diferenca entre a porcentagem de eliminacdo de microrganismos, pode ser
decorrente da diferenca na anatomia e fisiologia dos trés microrganismos. Esta diferenca
na porcentagem de eliminacdo também pode ser causada pelas diferentes probabilidades
de encontro entre microrganismo e particula, ou seja, € provavel que nem todos os
microrganismos entraram em contato com o0 nanomaterial causando assim essa
divergéncia na porcentagem de eliminag&o/inibicéo.

As porcentagens médias de inibicdo apresentadas nas Tabelas de 6 a 8 fazem
menc¢do a medidas comparativas em massa (2,59 de cada um dos nanomateriais). Para
melhor entender os dados obtidos, foram feitos calculos em mol e em area. O motivo
deste calculo se da pelo fato das nanoparticulas promoverem a inibicdo das enzimas via
contato. Este contato esta intimamente relacionado com a area de contato entre o
nanomaterial e o microrganismo. Desta forma, julgou-se necessario acrescentar esses
calculos e promover uma discussao nesta tematica. A Tabela 9 ilustra os dados em massa,

mol e area que foram utilizados nos testes.

Tabela 9: Dados comparativos de Massa, mol e area dos nanomateriais

Nanomaterial Massa(g) Mol Area da particula
(m?)
Ag 2,5 0,0232 36,66
TiO2 2,5 0,0313 8,42
Ag/TiO2 2,5 0,0308 8,81

Fonte: Acervo Pessoal.

Por meio dos dados apresentados na Tabela 9 é possivel verificar que embora a
prata tenha um menor numero de mols, é ela quem apresenta uma maior area de
superficie. Este aumento da &rea promove um maior contato com 0s microrganismos,
potencializando o efeito deste material. No entanto, mesmo esta apresentando maior area,
ao avaliar o teor de inibigdo, 0 nanocompdsito apresentou 0os melhores resultados. Neste
trabalho os nanomateriais foram avaliados em relagéo a sua massa. Em trabalhos futuros
estes dados podem ser comparados em relacdo a area de superficie, visto que, a inibigcdo
ocorre na parede celular, ou seja, por meio do contato entre o nanomaterial e 0

microrganismo.
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Figura 47: Mecanismos de acdo dos antimicrobianos.
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Fonte: Adaptado de Li et al (2008).

4.4. Avaliagdo da forca de adesdo e célculo da velocidade de desprendimento

entre nanomateriais e fibra do meio filtrante

Para analisar as forcas de contato entre fibra e nanoparticulas, foi utilizada a
microscopia de forca atbmica (AFM). Esta técnica foi aplicada para os trés nanomateriais
em estudo (sob condi¢cdes ambiente), penetrando altamente as fibras com a agulha e
extraindo nanoparticulas. As medidas de forca de adesdo também foram realizadas entre
o filtro "branco" (ndo modificado) e a agulha, isto quer dizer, o filtro sem a presenca de
particulas. As medi¢Bes das nanoparticulas também foram feitas na auséncia dos meios
filtrantes. Essas medidas foram tomadas para avaliar se 0 que estava sendo medido era,
de fato, adesdo entre as particulas e o meio filtrante. O valor mais importante é a medida
do ultimo pico que aparece no grafico, pois representa 0 momento em que a agulha retrai

e retorna a origem, configurando assim a intensidade da forca de adesao.
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A Figura 48 ilustra o cantilever sob uma amostra de filtro que contém

nanoparticulas (a) e o cantilever sob o nanomaterial em po6 (b).

Figura 48: Cantilever sob as amostras (a) meio filtrante e (b) particulas de TiO».
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Fonte: Acervo Pessoal.

Aderida ao cantilever e quem promove as medidas (é por meio dela que se fazem
as varreduras) encontra-se a agulha. Na Figura 49 esta apresentada uma microscopia

eletronica de varredura da agulha contida no cantilever.

Figura 49: Cantilever e agulha utilizados para realizar medidas de forca e trabalho de
adeséo (a) aumento de 2.000x, (b) 20.000x e (c) 50.000x.

Fonte: Acervo Pessoal.
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Defleccgdo Vertical: Retragdo (nN)
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Esta agulha promove a "extracdo" das particulas do meio filtrante por meio de
forcas eletrostaticas. A forca de adesdo é proporcional a constante de mola e a distancia
em que a agulha se afasta do meio filtrante, obedecendo, assim, a lei de Hooke (F = k.x).

A Figura 50 (a) e (b) ilustra a curva de forca e 0 mapa de forca de adeséo para a
fibra sem nanoparticulas (apenas para ilustracdo). Na Figura 50 (a) é possivel observar
que ha apenas um pico e de grande intensidade. O valor da forca de adesdo mostrada neste
pico é de cerca de 30nN. Este valor ndo é um valor caracteristico de adesdo de
nanomateriais, desta forma, ¢ confirmado que ndo existem particulas e que a medida
corresponde a adesdo da ponta com a fibra contida no meio filtrante.

A Figura 51 apresenta o histograma da forca de adesdo do ultimo pico do filtro
sem nanomateriais.

O histograma apresenta uma distribuicdo log-normal com um méaximo de 60 nN.
Forcas inferiores a 17 nN estdo ausentes do histograma, indicando um limiar minimo na
forca de contato entre a agulha e a fibra. Com os dados obtidos foi possivel concluir que
o valor caracteristico da forca de contato entre a agulha e a fibra na amostra, em condicoes

atmosféricas, é de cerca de 36 nN.

Figura 50: Curva de forca de adeséo (a) e mapa de forca de adesdo (b) para 0 meio

filtrante sem nanoparticulas.
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Fonte: Acervo Pessoal.
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Figura 51: Histograma de forca do ultimo pico da fibra do meio filtrante sem

nanomateriais.
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Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 52 apresenta o histograma do trabalho de adesdo para as medidas do
filtro sem a presenca de nanoparticulas. O trabalho € a integral da forca sobre o
deslocamento. No caso de uma forga constante, o trabalho é o produto escalar da forca
que atua sobre um objeto e o deslocamento causado por essa forca. Este trabalho
corresponde a area da curva de forca de adeséo. Representa a facilidade ou a dificuldade
de estender a agulha para longe da amostra.

O valor médio obtido para o trabalho de adeséo entre a agulha e as fibras foi de
5,4x10%0 ], Este trabalho é o trabalho que deve ser feito para separar duas fases adjacentes
1 e 2. Quando uma fase é coberta por outra, as duas superficies anteriormente existentes
desaparecem, pois a energia ¢ liberada devido as respectivas tensdes superficiais o1 e 62.
Ao mesmo tempo, o trabalho, que ¢ referido como tensdo interfacial 12, deve ser feito

para formar a interface.
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Figura 52: Histograma do trabalho de ades&o para o filtro sem nanoparticulas.
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Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 53 apresenta as curvas de forca e 0 mapa de forca de adesdo para o
composito. Ao contrario da adesao entre a agulha e o meio filtrante, na curva de adeséo
entre as particulas de nanocomposito é possivel observar a presenca de alguns picos com
intensidades mais baixas. Para remover uma particula ligada a outra, a agulha se estende
e se retrai até que a forca de atracdo entre a agulha e particula seja maior do que a forca
da interacdo particula-particula (neste caso). Quando a particula € extraida para a agulha,
hd a medida da forca de adesdo que corresponde a forca necessaria para extrair uma
particula da outra (mesmo mddulo e direcdo oposta).

A Figura 53 apresenta o histograma da forca de adeséo do Gltimo pico das medidas
particula-particula de nanocomposito. O histograma apresenta uma distribuicdo log-
normal com um méximo de 7 nN. Forgas inferiores a 2 nN estdo ausentes do histograma,
indicando um limiar minimo na forca de contato entre duas particulas do compdsito
(Ag/TiO2). Os dados mostram que o valor caracteristico da forca de contato entre duas

particulas do composito, em condicGes atmosfeéricas, é de cerca de 4,1 nN.
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Defleccgdo Vertical: Retragdo (nN)

Figura 53: Curva de forca de adesdo (a) e mapa de forca de adeséo (b) para as

particulas de nanocompasito.
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Fonte: Acervo Pessoal
A Figura 54 apresenta o histograma da forca de adesao do ultimo pico das medidas
particula-particula de nanocompdsito. O histograma apresenta uma distribuicdo log-
normal com um méaximo de 7 nN. Forgas inferiores a 2 nN estdo ausentes do histograma,
indicando um limiar minimo na forca de contato entre duas particulas do composito
(Ag/TiO2). Os dados mostram que o valor caracteristico da forga de contato entre duas

particulas do compésito, em condicGes atmosféricas, € de cerca de 4,1 nN.

Figura 54:Histograma de forca do altimo pico das medidas particula-particula de

nanocomposito.
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A Figura 55 apresenta o histograma do trabalho de adesdo para as medidas

particula-particula de nanocomposito.

Figura 55: Histograma do trabalho de adesdo das medidas particula-particula de

nanocomposito.
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Fonte: Acervo Pessoal.
O trabalho médio de adeséo para as medidas particula-particula de nanocomposito
foi de 3,17x101 J.

A Figura 56 mostra a curva e 0 mapa de forca de adesdo selecionados para as
particulas de TiO2. Assim como para a medida particula-particula de nanocomposito, a
medida de particula-particula de TiO. apresentou picos de forga de adesdo de baixa
intensidade (caracteristico de nanomaterial).

A Figura 57 apresenta o histograma da forca de adeséo do Gltimo pico das medidas
particula-particula de TiO>. O histograma apresenta uma distribui¢do log-normal com um
méaximo de cerca de 9 nN. Forcas inferiores a 0,93 nN estdo ausentes do histograma,
indicando um limiar minimo na forga de contato entre duas particulas de TiO. Os dados
mostram que o valor caracteristico da forca de contato entre duas particulas de TiO2 em
condigdes atmosféricas é de cerca de 4,8 nN.
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Defleccgéo Vertical: Retragéo (nN)
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Figura 56: Curva de forca de adesao (a) e mapa de forca de adeséo (b) para as

particulas de TiOs.

12.1 nN

1 1 1 L 1 1 1 L

0 200 400 600

~(NU) oedenay :[eamsA 0eda9|48Q

a)

Altura (medida e ajustada) (nm)

Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 57 apresenta o histograma da forca de adesao do ultimo pico das medidas
particula-particula de TiO>. O histograma apresenta uma distribui¢éo log-normal com um
maximo de cerca de 9 nN. Forcas inferiores a 0,93 nN estdo ausentes do histograma,
indicando um limiar minimo na forga de contato entre duas particulas de TiO.. Os dados
mostram que o valor caracteristico da forca de contato entre duas particulas de TiO2 em

condicdes atmosféricas é de cerca de 4,8 nN.

Figura 57: Histograma de forca do ultimo pico das medidas particula-particula de TiOx.
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A Figura 58 apresenta o histograma do trabalho de adesdo para as medidas de
particula-particula de TiOs.
Figura 58: Histograma do trabalho de adeséo das medidas particula-particula de TiOs-.
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Fonte: Acervo Pessoal.

O trabalho médio de adesdo para as medidas particula-particula de TiO, foi de
2,12x101 ).

Apos a realizacdo de medidas de forca entre a agulha e o meio filtrante sem
particulas, realizaram-se analises de forca de adesdo entre particula-particula de
nanomateriais (como mostrado acima). Em seguida, foram realizadas medicdes entre 0s
nanomateriais e os meios filtrantes. Neste trabalho, as medidas de interesse sdo as
medidas entre as particulas e o meio filtrante. As analises apresentadas acima apenas
serviram para justificar que a forca medida correspondia, de fato, a forgca entre o
nanomaterial e 0 meio filtrante.

A Figura 59 apresenta a curva e 0 mapa de forca de adesdo para as particulas de
prata nas fibras. Da mesma maneira que nas medidas particula-particula do
nanocomposito, particula-particula de TiO., a prata na fibra também apresentou picos de

forca de adesdo de baixa intensidade.
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Deflecccéo Vertical: Retragdo (nN)

Figura 59: Curva de forca de adesdo (a) e mapa de forca de adesdo (b) para a as

particulas de prata na fibra do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 60 ilustra o histograma da forca de adesao do ultimo pico das particulas
de prata nas fibras. O histograma apresenta uma distribuicéo log-normal com um maximo
de cerca de 6 nN. Forcas inferiores a 0,61nN estdo ausentes do histograma, indicando um
limiar minimo na forca de contato entre a fibra e as particulas de prata. Os dados mostram
que o valor caracteristico da forca de contato entre a prata e a fibra nas condicdes
atmosfericas é de cerca de 3,4 nN.

Figura 60: Histograma de forca do ultimo pico das particulas de prata nas fibras do

meio filtrante.
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103

4.77 nN

2.21 nN

(b)



CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 61 apresenta o histograma do trabalho de adesdo das medidas das

particulas de prata nas fibras.

Figura 61: Histograma do trabalho de ades&o para as particulas de prata nas fibras do

meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
O trabalho médio de ades&o para a prata na fibra foi de 7,74x10 J.
A Figura 62 ilustra o histograma da forca de adesdo por tamanho de particula para
a prata no meio filtrante.
Figura 62: Histograma da forca de adesdo por tamanho para as particulas de prata nas

fibras do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
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Deflecccao Vertical: Retracao (nN)

A Figura 63 apresenta a curva e o0 mapa de forca de adesao para as particulas do
compdésito nas fibras. Assim como nas medidas particula-particula de nanocompositos,
particula-particula de TiO2 e a prata na fibra, as particulas de compésito nas fibras
apresentaram picos de forca de adesdo de baixa intensidade.

O histograma da Figura 64 apresenta uma distribuicdo com um maximo de cerca
de 49 nN. E possivel que esses valores altos correspondam as medidas de forca entre a
agulha e o meio filtrante, juntamente com as particulas, uma vez que esse valor ndo é
tipico das nanoparticulas. Forcas inferiores a 2 nN estdo ausentes do histograma,
indicando um limiar minimo na forca de contato entre a fibra e as particulas compostas.
Os dados mostram que o valor caracteristico da forca de contato entre o composito
Ag/TiO> e a fibra nas condi¢des atmosféricas é de cerca de 12,2 nN.

Figura 63: Curva de forca de adesdo (a) e mapa de forca de adesdo (b) para a as

particulas de compésito na fibra do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 64 ilustra o histograma da forca de ades&o do ultimo pico das particulas

de composito nas fibras.
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Figura 64: Histograma de forca do ultimo pico das particulas de compdsito nas fibras

do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
A Figura 65 apresenta o histograma do trabalho de adesdo das medidas das

particulas de composito nas fibras.

Figura 65: Histograma do trabalho de adeséo para as particulas de compdsito nas fibras

do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal
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Deflecccéo Vertical: Retracédo (nN)

O trabalho médio de ades&o para 0 comp6sito na fibra foi de 2,46x107°J.

A Figura 66 ilustra o histograma da forca de adesdo por tamanho de particula para
0 compasito no meio filtrante.
Figura 66: Histograma de Forca de Adeséao por tamanho de particula do composito na

fibra dos meios filtrantes.
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Fonte: Acervo Pessoal

Figura 67: Curva de forca de adesdo (a) e mapa de forca de adesdo (b) para a as

particulas de TiOz na fibra do meio filtrante.

15.2 nN

7.9 nN

(b)

(NU) ogdenay :JealLsA 083293140

-700 -500 -300 -100 100

Altura (medida e ajustada) (nm) (@)

Fonte: Acervo Pessoal.
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A Figura 67 mostra a curva e 0 mapa de forca de adesao para as particulas de TiO2
nas fibras. Assim como nas medidas particula-particula de nanocomposito, particula-
particula de TiO., a prata na fibra e o compdsito na fibra, o TiO2 na fibra apresentou picos

de baixa intensidade de forca de adeséo.

A Figura 68 ilustra o histograma da forca de adesao do Ultimo pico das particulas
de TiOz nas fibras.
Figura 68: Histograma de forca do ultimo pico das particulas de TiOz nas fibras do

meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
O histograma apresenta uma distribuigdo log-normal com um maximo de cerca de
19 nN. Forcas inferiores a 6,4 nN estdo ausentes do histograma, indicando um limiar
minimo na forga de contato entre a fibra e as particulas compostas. Os dados mostram
que o valor caracteristico da forca de contato entre a prata e a fibra, nas condicdes
atmosféricas, é de cerca de 14,3 nN.
A Figura 69 mostra o histograma do trabalho de adesdo do TiO2 nas fibras, e a

Figura 70 apresenta o histograma do trabalho de adesdo do TiO por tamanho da particula.
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Figura 69: Histograma do trabalho de ades&o para as particulas de TiO2 nas fibras do

meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
O trabalho médio de adeséo para o TiO, na fibra foi de 3,28x107°J.

Figura 70: Histograma de Forca de Adesdo por tamanho de particula do TiO2 na fibra

do meio filtrante.
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Fonte: Acervo Pessoal.
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Muitos dos histogramas apresentados possuem assimetria positiva (assimétrica a
direita), demostrando pouca aleatoriedade nos dados. De maneira geral, curvas com essas
caracteristicas possuem valores de médias maiores que os valores de medianas, pois a
média é afetada por valores extremos, 0 que ndo ocorre com o valor da mediana. Esta
assimetria (uma cauda maior que a outra) nos indica que ha alguma propriedade que
influencia diretamente nas medidas de forca e trabalho. Acredita-se que os fatores de
maior influéncia sejam o tamanho das particulas (ou fibra) e a composicéo das faces dos
materiais compostos. Nota-se, por exemplo, que o histograma do trabalho para as fibras
sem particulas possui pouca aleatoriedade, este dado indica que quase sempre o trabalho

possui a mesma intensidade, retratando homogeneidade nas fibras.

A Tabela 10 apresenta o resumo dos dados obtidos por meio de comparagéo.

Tabela 10: Resumo dos dados das analises de forca e trabalho de adesao.

Tamanho Forca de Trabalho de
(nm) adesdo adesdo
(nN) (pJ)
Filtro sem - 35,79 539
nanoparticulas

Particula-Particula | 368+23 4,07 31,7
de nanocompdsito

Particula-Particula 421+37 4,84 21,2

de TiO2

Prata na fibra 39+1,6 3,44 77,4

Composito na fibra | 368+23 12,24 246

TiO2 na fibra 421+37 14,32 328

Fonte: Acervo Pessoal

Neste trabalho, inicialmente se suspeitava que as medidas ndo estavam sendo
realizadas entre a particula e o meio filtrante, mas sim entre a particula e a agulha. Para
resolver essas duvidas, as medidas entre as particulas dos nanomateriais foram feitas com
a intencdo de saber se os valores seriam 0s mesmos. No entanto, conforme observado na
Tabela 10, os valores encontrados foram diferentes. Este fato indica que as medidas feitas
foram entre a particula e o meio filtrante.

Também é notavel que os maiores valores de adesdo sdo para particulas de
tamanhos maiores. As particulas maiores sdao mais dificeis de remover da fibra; no

entanto, outros fatores influenciam a adesdo dos materiais a fibra.

110



CAPITULO 4:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora seja a forca de adesdo o parametro medido entre as particulas e o meio

filtrante, a velocidade é um parametro que torna o entendimento mais nitido. Isto porque,

o interesse é aplicar este meio filtrante em condicionadores de ar, capelas de fluxo laminar

e exaustores de salas limpas. Assim, com o intuito de determinar a velocidade necessaria

para extrair os nanomateriais da fibra foram feitos os calculos descritos na sessao 3.10.

A Tabela 11 ilustra os dados de velocidade minima e média necessaria para extrair

cada uma das particulas do meio filtrante bem como a area e a relagio Forga/Area para

0s trés nanomateriais.

Tabela 11: Forcas e velocidades necessarias para promover o desprendimento

das particulas presentes no meio filtrante.

Fadesio | Velocidade : Areada | Relacdo

Nanomaterial | Minima Mzadie;??\l) Minima %%Igf;?;?:) Particula |  Forga/
(N) (m/s) (m?) Area(N/m?)

Ag 6,1E-10 | 3,4E-09 22,55 125,18 4,8E-15 7,1E+05

TiO2 6,4E-09 | 1,4E-08 21,53 46,81 5,6E-13 2,6E+04

AQ/TiO2 2,0E-09 | 1,2E-08 5,94 35,67 4,3E-13 2,2E+04

Fonte: Acervo Pessoal.

Analisando-se a Tabela 11 é possivel verificar que maiores forcas de adesdo ndo

implicam necessariamente em maiores velocidades requeridas para desprender as

particulas do meio filtrante. Ressaltando que:

Firrasto = %CDpVZA, tem-se que

F Arrasto _ 1 2
e = 2 CppV?,

A

Entdo F/A é proporcional a V. Ou seja, € necessario avaliar a Forca de arrasto por

area da particula e ndo somente a forca em valores absolutos. Assim, analisando-se a
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Tabela 11 pode-se notar que a prata apresenta maior relacdo forca X area e o
nanocomposito Ag/TiO. a menor. Nota-se, contudo, que as particulas de prata, embora
tenham valores absolutos de forca menores, requerem maiores velocidades para que as
particulas sejam lancadas ao ambiente.

A mesma ldgica segue para 0 compdsito que, embora tenha a maior forca de
adesdo absoluta, possui as particulas mais facilmente extraidas do meio filtrante. Portanto,
quando maior a relacdo F/A maior a velocidade necesséria para extrair as particulas do

meio filtrante, assim como ilustrado na Tabela 11.

4.5. Calculo da forca de adesdo tedrica utilizando os modelos JKR E DMT

Os modelos JKR e DMT utilizam-se dos valores dos trabalhos nos seus calculos.
Como foram obtidos trabalhos experimentais (area do grafico Forga x Deslocamento), foi
possivel calcular de maneira simples as forcas de adesao teoricas. A Tabela 12 apresenta

os resultados utilizando os dois modelos para os trés materiais estudados.

Tabela 12: Forcas de adesdo tedricas utilizando os modelos JKR E DMT.

. Fades calculada pelo Fades calculada pelo Fades
Nanomaterial modelo JKR (nN) modelo DMT (nN) experimental
Ag 7,11 9,48 3,44
TiO2 324,42 432,56 14,32

Ag/TiO? 207,99 277,32 12,24

Fonte: Acervo Pessoal.

Analisando-se a Tabela 12 é possivel verificar que o modelo prevé com certa
precisdo a forca de adesdo para as particulas de prata. Provavelmente isto se deve ao fato
das particulas de prata serem mais regulares (se aproximarem mais de uma esfera) e
menos complexas (ndo apresentarem aglomerados) do que as particulas dos outros dois
nanomateriais. Em contrapartida os modelos ndo preveem com nenhuma exatiddo as
forcas de adesdo do dioxido de titanio e do composito titania prata. De forma contraria as
particulas de prata, estes dois materiais apresentam-se em aglomerados nanoestruturados
distanciando ainda mais as suas caracteristicas de uma esfera. Cabe ressaltar que 0s

modelos de forca de adesdo (JPK e DMT) foram implementados considerando superficies
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solidas (que ndo € o caso do meio filtrante, visto que ele apresenta deformaces) e

particulas esféricas.

4.6. Analise do poder antimicrobiano dos filtros em ambiente real

Nesta secdo serdo apresentados os resultados referentes a andlise do poder
antimicrobiano em ambiente real dos meios filtrantes modificados com os nanomateriais.

As fotografias das placas de Petri contendo os indculos dos filtros modificados e
ndo modificados com Ag, ap6s 48 h de incubacéo, sdo apresentados nas Figuras de 71 a
73 (Triplicata do ensaio).

Figura 71: Placas de Petri contendo o indculo do filtro modificado (a) e do filtro ndo

modificado (b) com prata incubados durante 48 h. - Teste 1.

Fonte: Acervo Pessoal.
Figura 72: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo

modificado com prata (b) incubados durante 48 h. - Teste 2.

Fonte: Acervo Pessoal
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Figura 73: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo

modificado (b) com prata incubados durante 48 h. - Teste 3.

Fonte: Acervo Pessoal

Os testes qualitativos foram feitos em triplicata com o intuito de averiguar se eles
apresentavam o0 mesmo comportamento. Por meio das Figuras 71 a 73, pode-se observar
que a placa de Petri dos filtros modificados (a) e a placas dos filtros ndo modificados (b)
ndo apresentaram diferencas significativas em termos da diferenca de col6nias de
microrganismos. Apenas com o resultado qualitativo ndo foi possivel avaliar se houve
inibicdo do crescimento microbiano. Assim, para avaliar quantitativamente, o método da
massa seca foi implementado. Este teste também foi executado em triplicata para que
pudesse ser calculado o desvio padrdo das amostras. As Tabelas 13, 14 e 15 apresentam
os valores de massa seca obtidos a partir do cultivo de microrganismos contidos no
material particulado nos filtros ndo modificados e modificados com nanomateriais de

prata.

Tabela 13: Massa seca e porcentagem de inibicdo obtida no primeiro teste — Ag

Porcentagem de inibigdo
TESTE 1 Massa seca (g)
(%)
HEPA nao modificado 0,02
£ 50,00%
HEPA modificado com 0,04
Ag

Fonte: Acervo Pessoal
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Tabela 14: Massa seca e porcentagem de inibicao obtida no segundo teste — Ag.

Porcentagem de inibigao

TESTE 2 Massa seca (g)
(%0)
HEPA ndo modificado 0,02
P 50,00%
HEPA modificado com 0.04

Ag

Fonte: Acervo Pessoal.

Tabela 15: Massa seca e porcentagem de inibicao obtida no terceiro teste — Ag.

Porcentagem de inibigao

TESTE 3 Massa seca (g)
(%)
HEPA ndo modificado 0,01
— 66,66%
HEPA modificado com 0,03

TiO2

Fonte: Acervo Pessoal

A massa seca dos bioaerosoéis contidos nos filtros de Ag esta apresentada nas

Tabelas 12,13 e 14. E possivel observar que a inibi¢ao nos trés testes foi superior a 50%.

A inibicdo média foi de 55,6 + 9,52%, mostrando que prata possui um efeito

antimicrobiano ndo muito pronunciado, mas suficiente para reduzir pela metade os

microrganismos em um ambiente.

As fotografias das placas de Petri contendo os in6culos dos filtros modificados e

ndo modificados com TiO2, apds 48 h de incubacdo, sdo apresentados nas Figuras de 74

a 76 (Triplicata do ensaio).

Por meio das Figuras 74 a 76, pode-se observar que a placa de Petri dos filtros

modificados (a) tem um nimero muito menor de colénias quando comparados com as

placas dos filtros ndo modificados (b). Este resultado demonstra qualitativamente a

eficiéncia de inibicdo dos microrganismos nos meios filtrantes contendo TiOx.

115



CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 74: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo

modificado (b) com TiO2 incubados durante 48 h. - Teste 1.

Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 75: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo
modificado (b) com TiO2 incubados durante 48 h. - Teste 2.

Fonte: Acervo Pessoal.
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Figura 76: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo

modificado (b) com TiO2 incubados durante 48 h. - Teste 3.

Fonte: Acervo Pessoal.

Para avaliar quantitativamente, também foi implementado o método da massa

seca. As Tabelas 16, 17 e 18 apresentam os valores de massa seca obtidos a partir do

cultivo de microrganismos contidos no material particulado nos filtros ndo modificados

e modificados com nanomateriais de TiO>.

Tabela 16: Massa seca e porcentagem de inibicdo obtida no primeiro teste — TiO».

Porcentagem de inibigao

TESTE 1 Massa seca (g)
(%)
HEPA ndo modificado 0,06
— 66,66%
HEPA modificado com 0,02

TiO2

Fonte: Acervo Pessoal

Tabela 17: Massa seca e porcentagem de inibi¢do obtida no segundo teste — TiOx.

Porcentagem de inibigao

TESTE 2 Massa seca ()
(%)
HEPA ndo modificado 0,04
HEPA modificado com 0.01 75,00%

TiO2

Fonte: Acervo Pessoal.
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Tabela 18: Massa seca e porcentagem de inibi¢ao obtida no terceiro teste — TiOa.

Porcentagem de inibigao
TESTE 3 Massa seca (g)
(%)
HEPA ndo modificado 0,04
HEPA modificado com 0.01 75,00%
TiO2 |

Fonte: Acervo Pessoal

A massa seca dos bioaerosois contidos nos filtros de TiO; esta apresentada nas
Tabelas 16, 17 e 18. E possivel observar que a inibi¢ao nos trés testes foi superior a 66%.
A inibicdo média foi de 72,2 + 4,81%, mostrando que o didxido de titanio tem um efeito
antimicrobiano bastante elevado, visto que, é possivel observar a variedade de
microorganismos encontrados no ambiente de coleta. Segundo Rajagopal et al. (2006)
esta inibicdo é provavelmente devido a formacdo de H>O> que é bastante tdxico para a

parede celular, causando assim a morte de microorganismos.

As fotografias das placas de Petri contendo os indculos dos filtros modificados e
ndo modificados com Ag/TiO2, ap6s 48 h de incubacéo, sdo apresentados nas Figuras de

77 a 79 (Triplicata do ensaio).

Figura 77: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo
modificado (b) com Ag/TiO; incubados durante 48 h. - Teste 1.

Fonte: Acervo Pessoal.
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Figura 78: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo
modificado (b) com Ag/TiO; incubados durante 48 h. - Teste 2.

Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 79: Placas de Petri contendo o in6culo do filtro modificado (a) e do filtro ndo
modificado (b) com Ag/TiO- incubados durante 48 h. - Teste 3.

Fonte: Acervo Pessoal.

Por meio das Figuras 77 a 79, pode-se observar que a placa de Petri dos filtros
modificados (a) tem um ndmero muito menor de col6nias quando comparados com as
placas dos filtros ndo modificados (b). Nota-se que em dois dos trés ensaios ndo houve
aparecimento de microrganismos na placa do filtro modificado. Este resultado demonstra
qualitativamente a eficiéncia de inibicdo dos microrganismos nos meios filtrantes
contendo Ag/TiO». Para avaliar quantitativamente, também foi implementado o método

da massa seca. As Tabelas 18, 19 e 20 apresentam os valores de massa seca obtidos a
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partir do cultivo de microrganismos contidos no material particulado nos filtros nao

modificados e modificados com nanomateriais de Ag/TiOx.

Tabela 19: Massa seca e porcentagem de inibi¢do obtida no primeiro teste — Ag/TiOo.

Porcentagem de inibigdo
TESTE 1 Massa seca (g)
(%0)
HEPA ndo modificado 0,05
HEPA modificado com 0.01 80,00%
Ag/TiO: |

Fonte: Acervo Pessoal.

Tabela 20: Massa seca e porcentagem de inibicao obtida no segundo teste — Ag/TiOx.

Porcentagem de inibigao
TESTE 2 Massa seca (g)
(%)
HEPA ndo modificado 0,06
HEPA modificado com 0.01 83,33%
Ag/TiO: |

Fonte: Acervo Pessoal.

Tabela 21: Massa seca e porcentagem de inibicdo obtida no terceiro teste — Ag/TiOo.

Porcentagem de inibicao
TESTE 3 Massa seca (g)
(%)
HEPA ndo modificado 0,05
HEPA modificado com 0.01 80,00%
Ag/TiO: |

Fonte: Acervo Pessoal.

A massa seca dos bioaerosais contidos nos filtros de Ag/TiO; esta apresentada nas
Tabelas 19, 20 e 21. E possivel observar que a inibicio nos trés testes foi superior a 80%.
A inibicdo média foi de 81,11 + 1,92%, mostrando que 0 nanocomposito Ag/TiOz é o

nanomaterial que possui o melhor efeito antimicrobiano em ambientes reais.
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A Tabela 22 resume os dados médios obtidos da avaliacdo dos meios filtrantes

modificados em ambientes reais.

Tabela 22: Resultados de inibicdo média obtidos para os trés diferentes filtros em

ambiente real.

Porcentagem média de
inibicéo (%)

Nanomaterial

Ag 55,6 + 9,52

TiO2 72,2 £4,81
+

AQTION 81,11+ 1,92

Fonte: Acervo Pessoal.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos nos testes “in vitro” em
que a prata apresentou 0s menores e 0 compo6sito 0s maiores teores de inibicdo. Os dados
sugeriram que o maior efeito do material hibrido era devido a uma combinacdo dos
mecanismos mencionados acima. Os mecanismos de acdo da prata e do titanio sdo
diferentes, entdo seus efeitos combinados tornaram o nanomaterial mais eficaz, com
evidéncia de sinergismo (o efeito combinado foi maior que a soma dos efeitos individuais
dos agentes).

Nota-se também que os teores de eliminagao/inibigado do teste “off-line” para TiO2
e para 0 compasito sdo todos menores do que os do ambiente real. Cabe ressaltar que no
banheiro os testes foram feitos de dia (luz solar) e com a luz acesa (a luz branca emite
raios UV). Como ¢ sabido, a incidéncia de UV potencializa o efeito do TiO2. Nessa
condicdo (incidéncia de UV), a superioridade do compoésito € estatisticamente
significativa frente ao teor de inibicdo utilizando particulas de prata.

Cabe ressaltar que foram modificados filtros absolutos (do tipo HEPA) que, por
definicdo, ndo permitem a passagem do bioaerossol. Portanto, ao conseguir uma
eliminacdo de 80% dos microrganismos retidos significa um aumento do tempo de uso
do meio filtrante em 5 vezes (a perda de carga devido ao acimulo de biomaterial seria 5

vezes menor, aumentando a vida Util em 5 vezes), o que também pode diminuir em 5
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vezes a probabilidade de contaminagdo do meio ambiente. Estes dados reiteram a ideia

de diminuicdo de contaminagdo do ambiente ao serem utilizados os filtros modificados.
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5.CONCLUSAO

Levando-se em conta o cenario atual e a continua busca por minimizacéo da
contaminacdo de ambientes internos, especialmente pelo crescente confinamento das
pessoas, esta tese objetivou contribuir para a diminuicdo ou até mesmo erradicacao de
microrganismos nestes ambientes. Para atingir estes objetivos, meios filtrantes foram
modificados com nanomateriais com agéo antimicrobiana e estes foram posteriormente
testados em ambientes reais.

Assim, pode-se inferir que os nanomateriais propostos foram sintetizados e
caracterizados de maneira efetiva. A prata sintetizada pelo método de Turkevich
apresentou tamanho médio de 39+1,6nm, o didxido de titanio sintetizado pelo método
Pechini 421+37nm e o nanocomposito Ag/TiO: sintetizado pelo método de Pan
Modificado obteve o valor médio de 368+23nm. A composicdo destes nanomateriais foi
avaliada e confirmada utilizando-se MEV acoplado ao detector EDS.

O meio filtrante HEPA fibra de vidro mostrou-se adequado, visto que, era
necessario a retencdo das nanoparticulas nas fibras para que a modificacédo fosse efetiva.
O meio filtrante apresentou eficiéncia de coleta de quase 100% para toda a faixa de
particulas analisada.

Também foi obtido éxito na modificacdo dos filtros, as quais foram confirmadas,
similarmente, pela técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura.

A contaminacdo controlada revelou que os nanomateriais em estudo eram
potenciais agentes biocida, apresentando valores de inibigdo para o microrganismo E.coli
foram de 53, 63 e 68 % para os nanomateriais de Ag, TiO2 e Ag/TiO> respectivamente,
67, 67 e 69% para S.aureos e 68, 73 e 75% para C.albicans. Além destes testes
quantitativos, viu-se a formacéo de halos de inibi¢do o que reitera a ideia de haver uma
boa inibicdo/eliminacdo dos microrganismos estudados.

Com as medidas de forca de adesdo e com os posteriores calculos de velocidade
de desprendimento das particulas do filtro foi possivel avaliar qual a particula é mais
facilmente extraida do meio filtrante. Os resultados obtidos mostraram que as particulas
de titanio foram as que possuiram a maior intensidade de forca de adesdo 14,32nN. No
entanto, as particulas de Ag/TiO> apresentaram forcas similares, 12,24nN. As particulas

que apresentaram menor forca de adesdo foram as particulas de prata, com intensidade de
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3,44 nN. Em posse dos valores de forca de adesdo foi possivel calcular a velocidade
minima e média do ar necessaria para carregar as particulas para o ambiente. Devido a
velocidade ser proporcional a forca/area, a prata apresentou-se como 0 material mais
dificil de ser retirado das fibras com velocidade minima de 22,5 m/s e média de 125, 18
m/s. Para extrair particulas de titanio a velocidade minima foi de 21,53 e média de 46,81
e, para 0 composito 5,94 e 35,67 para minima e média, respectivamente.

A avaliagdo dos filtros em ambiente real tambeém se mostrou promissora, obtendo
valores de 55,6+9,52% de inibicdo com os filtros modificados com prata, 72,2 +4,81%
para os filtros modificados com TiO: e 81,11+1,92% para os filtros modificados com o
nanocomposito. Estes dados evidenciam o efeito sinérgico da prata e do didxido de titanio
que, quando em conjunto, possuem um efeito antimicrobiano mais pronunciado.

Em suma, com as avaliacdes propostas neste trabalho, ndo foi possivel apontar
para um filtro/ nanomaterial com desempenho em destaque. O compdsito Ag/TiO>
apresentou um grande efeito antimicrobiano, tanto na investigacdo controlada quanto na
investigagdo em ambiente real, no entanto, apresentou velocidade minima de
desprendimento bastante reduzida, o que poderia acarretar uma polui¢do no ambiente em
que seria utilizado. A prata, por sua vez, apresentou valores de inibicdo menores que 0s
demais, mas suporta maiores velocidades de ar sem que seja desprendida. Desta forma, o
meio filtrante adequado sera aquele que suporte as velocidades operadas nos
equipamentos em que serdo usados. Caso todos suportem a velocidade de operacdo, o
mais adequado serd o que apresenta maior capacidade de inibicdo dos microrganismos

(neste caso o modificado com Ag/TiOy).
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Auvaliar o efeito dos nanomateriais sob a bactérias Legionella neumophila
(bactéria amplamente encontrada em ambientes internos);

e Fazer a modificacdo de meios filtrantes ja utilizados em condicionadores
de ar;

e Modificar os meios filtrantes com outros materiais antimicrobianos que
sejam menos danosos ao meio ambiente (quitosana, por exemplo);

e Auvaliar a repetibilidade e reprodutividade de métodos “verdes” de sintese
dos nanomateriais que ja mostraram eficacia em combater microrganismos
em geral,

e Avaliar o efeito do método de preparacdo do compdsito (Ag/TiO2) na
exposi¢do dos componentes;

e Determinar a quantidade de particulas presentes no meio filtrante e avaliar
a inibicdo/ eliminacdo levando em conta o nimero de particulas e nédo
somente da massa;

e Modificar filtros ndo absolutos para avaliar o efeito biocida no ar passante;

e Realizar experimentos de forca de adesdo pelas técnicas de AFM e
centrifuga e verificar a similaridade ou divergéncia dos dados.
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APENDICE 1

Neste apéndice serd apresentada a interface do programa JPK. Este programa foi
utilizado para o tratamento das curvas (ajustar as linhas de base) bem como para a sele¢éo

das curvas que seriam posteriormente tratadas pelo software R.

Figura Al: Interface do programa JPK - selecionando curvas.

[2) JPK Data Processing

Figura A2: Interface do programa JPK — curva selecionada por meio do mapa.

sBulEs N v

[E=SERE==)
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APENDICE 2

Neste apéndice sera apresentada a interface do software R bem como o script

utilizado para encontrar o ultimo pico de cada uma das curvas escolhidas.

Figura A3: Tela de interface do software R e usuario.

{0 st O |- -]

File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

Ql-lc- A B = B8l ~| Addins + &) Project: (None) =
13 force curve _SAMIR.R 12 force curve _Paula Composite.R* @] Composite.R* — [ Environment History =
a1 | | [Csourceonsave | Q A - 51| ~ “#Run | [B% [#Source v| = =3 |3 | [(#Import Dataset ~ | 3 List ~ | (&
1 eps < 0.0le-09 ~» | ('} Global Environment ~
g steps <-10 ey U (L0, LIZ] ©.51€-US ¥.UYE-US L.USE-U/ L.Z4€-U. (]
4 testnr <-1554 = values
5 L eps le-11
6  Tinksseitig <- 1 #1inksseitig=1 bedeutet, dass die Peaks links sind , linksseit 1 77L
7 z_scala <- 0.0le-6 #20=nm-Beich fir die rampsize und 0.02=pm-Bereich; Beim JPK (1( Tinksseitig 1
8 e "
ath C:/uUsers/Paula/Desktop/Resultados/Ag/Agl554. txt
9 path<-paste("C:/Users/Paula/Desktop/Resultados/Ag/Ag"”,testnr,”. txt", sep="") Ste s 10 / / /! P/ /hg/Ag
10 data=- read.table(path, header=TRUE, sep="",col.names=c("xX","Y")) P
11 Testnr 1554
12 #datal[,2] <- data[,2]#%35.5 z_scala 1e-08 -
13 #data[,2] <- data[,2]%0.14
14 Files Plots Packages Help Viewer —
15 mode{data? n = =
16 attrw‘\butes?fdatazj - & zoom | Hewon - G| F % pubiish - | @
17
18 data2 <- NA ) N
19 mode(data2) = Force-distance curve of TiO2 NPA
20 «f I, | r
75:1 | (Top Level) + R Script +
Console C:/Users/Paula/Desktop/AFM material =0 \
S LrEnyLiCEr Ye e
* Tz 8 \
+ plot(datajx,datasy, type="1",lwd=2, xlab="seperation in m", ylab="Force in N", main p &
="Force-distance curve of Ti02 NPA", col="blue™) > o™
+ grid(col="black™) o
+ points(erg2[,1],erg2[,2],col="red") £
+ } o)
> erg2 ?‘; M
(1] [,21 &
[1,] 6.308440e-08 -2.090388e-09

[2,] 9.091605e-08 -2.156384e-09
—07 -2. -

Bl e ittt 0e+00 1607 2e07 3e07 4e07 5607  6e07

[5.] 1.609873e-07 -3.297452e-09

[6,] 1.764940e-07 -3.210237e-09 a Seperation inm

S (A ool A -

Script

eps <- 0.01e-9

steps <- 2

testnr <-1

left side <- 1 # left side = 1 means that the peaks are left, left = 0 means peaks right
z_scala <- 0.01e-6 # 20 = nm area for the ramp size and 0.02 = um area; JPK (1024 data
points) 0.01E-6

path<-paste(*'C:/Users/Paula/Desktop/Composite.txt" sep="")

data<- read.table(path, header=TRUE, sep="",col.names=c("X","Y"))

#data[,2] <- data[,2]*35.5
#data[,2] <- data[,2]*0.14
data2 <- NA
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mode(data2)
attributes(data2)
for (i in (steps+1):(nrow(data)-steps))
{
if (data$Y[i-steps]-data$Y[i]>eps && data$Y[i+steps]-data$Y[i]>eps)
data2<-rbind(data2,data[i,])
}
data2<-data2[-1,]
erg<-chind(data2$X,data2$Y)

if (nrow(data2)>1)
{
for (i in 1:(nrow(data2)-1))
{
if (linksseitig==1)
{
if (-(data2$X[i]-data2$X[i+1])<z_scala)
{
erg[i+1,2]<-min(erg[i,2],erg[i+1,2])
if (erg[i+1,2]==erg[i,2])
{
erg[i+1,1]<-erg[i,1]
}
erg[i,2]<-1000
¥
}
if (linksseitig==0)
{
if (data2$X[i]-data2$X[i+1]<z_scala)
{
erg[i+1,2]<-min(erg[i,2],erg[i+1,2])
if (erg[i+1,2]==erg[i,2])
{
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erg[i+1,1]<-erg[i,1]
¥
erg[i,2]<-1000
b
¥

}

¥
erg2<-erg[which(erg[,2] < 1000),]

if (length(erg2)==2)

{
plot(data$X,data$y, type="p")
points(erg2[1],erg2[2],col="red")

}

if (length(erg2)>2)

{
plot(data$X,data$yY, type="1",lwd=2, xlab="Seperation in m", ylab="Force in N",

main="Force-distance curve", col="blue")
grid(col="black™)
points(erg2[,1],erg2[,2],col="red")

}

erg2
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Neste apéndice serdo apresentadas as imagens do ensaio de disco-difusdo feitos

para os trés microrganismos em estudo com os nanomateriais TiO2e Ag/ TiO».

Figura A4: Ensaio de disco-difusdo para o microrganismo E.Coli com o

nanomaterial de TiOx.

Figura A5: Ensaio de disco-difusdo para o0 microrganismo S.Aureus com o
nanomaterial de TiO>.

2841020116

Figura A6: Ensaio de disco-difusdo para o0 microrganismo S.Aureus com 0
nanocopmpésito Ag/TiO>.
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Figura A7: Ensaio de disco-difusdo para o microrganismo C.Albicans com o

nanomaterial de TiOx.

Figura A8: Ensaio de disco-difuséo para o microrganismo C.Albicans com o
nanocomposito Ag/TiO..
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