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Resumo

O acesso a agua potavel esta longe de poder ser considerado universal. O consumo de agua
contaminada provoca a morte de milhdes de pessoas ao nivel global. Anualmente, 1,87 milhdes de
criancas morrem por doencas diarreicas provocadas pelo consumo de agua contaminada. Um dos
principais agentes etiolégicos é a bactéria coliforme Escherichia coli, atualmente usada como indicador
de contaminacao fecal. A dificuldade de acesso a agua potavel &, por tais motivos, uma questédo de

saude publica.

A nanotecnologia tem despertado o interesse da comunidade cientifica, pelas varias aplicagdes
dos materiais & nanoescala. Uma delas € a utilizagédo de nanoparticulas como agentes antimicrobianos.
As nanoparticulas de prata e de Oxido de zinco tém sido alvo de varios estudos, pelas suas
propriedades antimicrobianas. Tendo em conta a problemética do acesso a agua potavel, procurou-se
aliar as propriedades das nanoparticulas a necessidade de criar uma alternativa a baixo custo para o
tratamento de agua contaminada com E.coli. O papel surge como o substrato ideal para o efeito. Trata-
se de um material poroso, de baixo custo, atdéxico, biocompativel e biodegradavel. O papel utilizado foi
o filtro de café Home7 n°4, no qual foram incorporadas nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata.
Foram preparados quatro tipos de filtros: impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco, com
nanoparticulas de prata, e duas duplas impregnagbes, alterando a ordem de incorporagédo das
particulas. Os filtros foram caraterizados morfol6gica, estrutural e quimicamente e foram feitos os
ensaios de filtracao e testes microbiolégicos. Foi feita a quantificacdo dos ies zinco e prata nos filtros
e respetivas solucfes de sintese e aguas de lavagem, a partir da qual se obteve informacao sobre a
eficiéncia do procedimento de impregnacao e as perdas de nanoparticulas devido a dupla impregnacao.
Nos dois ultimos foram utilizadas estruturas de filtros empilhados, em que se alternaram filtros virgens
e impregnados. Foram testados dois tipos de pilhas: com trés e com cinco filtros, verificando-se a
diminuigdo da velocidade no segundo tipo de pilha. No que concerne a atividade antimicrobiana, so foi
observada nos filtros impregnados com nanoparticulas de prata, sem que se tenha conseguido
perceber se o efeito foi bactericida ou bacteriostatico. Verificou-se uma grande discrepancia nos
resultados obtidos, indicando que o procedimento devera ser otimizado, com vista a obter resultados

mais consistentes e reprodutiveis.

Palavras-chave: agua potavel, filtros de celulose, nanoparticulas de prata, nanoparticulas de

6xido de zinco, efeito biocida, E.coli.






Abstract

Access to safe drinking water is far from being universal. Consumption of contaminated water
causes the death of millions of people globally. Each year, 1.87 million and more people die from
diarrheal diseases caused by contaminated water consumption. One of the main causes is the coliform
bacteria Escherichia coli (E coli) currently used as fecal contamination indicator. The lack of access to

safe drinking water is, for those reasons, an issue of public health.

Nanotechnology has attracted the interest of the scientific community for the various applications
of materials at the nanoscale. One is the use of nanoparticles as antimicrobial agents. Nanoparticles of
silver and zinc oxide have been the subject of many studies for their antimicrobial properties. Taking
into consideration the problem of access to safe drinking water, one sought to match the properties of
nanoparticles to the need for creating a low cost alternative for contaminated water treatment with E.
coli. Paper is an ideal substrate for the purpose as it is a porous, low cost, hon-toxic, biocompatible and
biodegradable material. No.4 Home7 coffee filter paper was used as substrate in which zinc oxide and
silver nanoparticles were incorporated. Four types of filters were produced: one impregnated with zinc
oxide nanoparticles, one with silver nanopatrticles, and two double impregnations, changing the order of
particles’ incorporation. The filters were characterized morphologically, structurally, and chemically and
filtration tests and microbiological tests were also performed. Quantification of zinc and silver ions was
performed in the impregnated filters, synthesis solutions and rinsing water, from which information was
acquired on the efficiency of the impregnation process and losses due to nanoparticles double
impregnation. In the last two, stacked filter structures were used, alternating pristine and impregnated
filters. Two types of stacks were tested: with three and with five filters, verifying speed decreasing in the
second stack type. Antimicrobial activity was observed only in impregnated filters with silver
nanoparticles, without distinguishing whether the effect that had been achieved was bactericidal or
bacteriostatic. There was a large discrepancy in the results obtained, suggesting that the procedure

should be optimized in order to reach more consistent and reproducible results.

Keywords: safe drinking water, cellulose filters, silver nanoparticles, zinc oxide nanoparticles,

biocidal effect, E. coli.
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Capitulo 1

1 Fundamentacdo Teorica

O acesso a agua potavel e os servicos de saneamento constituem um direito humano essencial,
reconhecido pela Organizacao das Na¢cbes Unidas (ONU). No entanto, varios bilhdes de pessoas em
todo o mundo ndo tém acesso a este bem preciso, nem ao saneamento basico. O consumo de agua
contaminada esta na origem de diversas patologias, algumas delas fatais. Sabe-se que um dos agentes
etiolégicos mais comuns é a Escherichia coli, uma bactéria coliforme frequentemente encontrada nas
fezes. Devido a incidéncia das doencas provocadas pela contaminacdo da agua, particularmente em
paises sub-desenvolvidos, torna-se essencial o desenvolvimento de alternativas de baixo custo para a

purificac@o da agua.

O presente trabalho incidiu no estudo do efeito biocida de filtros de celulose impregnados com
nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata, tendo-se utilizado como subtrato papel de filtro de café. A
escolha do substrato deveu-se as carateristicas do papel, nomeadamente o baixo preco, a flexibilidade

e a biodegradabilidade e o fato de ndo apresentar toxicidade.
O trabalho experimental baseou-se
» naimpregnacdo dos filtros de café com nanoparticulas de éxido de zinco e de prata

*» na caraterizagdo dos filtros de café por microscopia eletronica de varrimento,

espetroscopia dispersiva e difracdo de raios X

» naquantificacdo dos metais nos filtros impregnados, bem como das respetivas solu¢des
de sintese e 4guas de lavagem

»= nos testes de filtracdo e ensaios microbioldgicos, avaliando o efeito antibacteriano em

E.coli.

1.1 A problematica do acesso a agua potavel

A agua ocupa trés quartos da superficie terrestre, sendo 97,5% de agua salgada e apenas 2,5%
de agua doce. Estes 2,5% estao distribuidos por glaciares, calotas polares, aguas subterraneas,
humidade do solo, humidade atmosférica, lagos e rios.[1]

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide, OMS, mais de 20% da populagao mundial vive
em regides onde ha escassez de agua e quase 25% néo possui condicdes econémicas e infraestruturas
gue permitam a obtencdo de agua a partir das fontes. O aumento da populacdo e as alteracdes

climaticas e, consequentemente, a seca e a desertificacdo, poderdo futuramente estar na origem da

1



escassez de 4gua mesmo nos paises onde, até ao momento, ndo se verifica o problema. Portanto, é
de extrema importancia a gestdo e o desenvolvimento de sistemas de abastecimento de agua

eficientes, assegurando a qualidade, e a um preco razoavel. [1]

Segundo a World Water Assessment Programme (WWAP), em 2030 quase metade da
populagdo vivera em areas de dificil acesso a agua potavel (dados de 2012).[2] Apesar dos esforgos
envidados para que haja um acesso universal equitativo, no que diz respeito ao acesso a agua potavel
e ao saneamento basico, a magnitude e extensédo dos problemas diferem entre as varias regifes do
planeta, pelo que também diferem as formas de atuac&o, com vista a sua resolugdo. Estas diferencas
néo sao apenas observaveis entre paises, mas também em regides diferentes de um mesmo pais, pois
o desenvolvimento econémico e social, até mesmo os padrfes climéticos, podem ser heterogéneos.
Em algumas partes do mundo, observa-se uma grande evolugdo neste sentido, noutras, a
estagnacéo.[3]

Nos paises em desenvolvimento, os episédios de diarreia infeciosa repetem-se anualmente,
afetando adultos e criancas. Na origem do problema, estdo o consumo de 4gua contaminada, a falta
de higiene e de condi¢cdes de saneamento adequadas. As doencas diarreicas sdo, portanto, um
problema de salde publica ao nivel global,sendo 15 a 20% dos casos consequéncia do consumo de
agua contaminada. O numero de mortes em idade infantil devido a doencas diarreicas € alarmante,
tendo atingido 1,87 milh6es de casos em criancas com idade inferior a cinco anos, sendo a E.coli um
dos principais agentes etiolégicos.[4] Assim sendo, o controlo da qualidade da agua e a possibilidade
de contaminacao por bactérias, é essencial na medida em que fornece informacgéo sobre a seguranca
do consumo da agua de determinadas fontes. Os indicadores mais utilizados séo as bactérias fecais,
através das quais € possivel identificar a presenca de contaminagdo fecal e de microrganismos

potencialmente patogénicos. A E.coli é, neste caso, recomendada como indicador bacteriano
padrdo.[4][5]

Tendo em conta as dificuldades ao nivel econémico da falta de infraestruturas que permitam o
tratamento e, consequentemente, 0 acesso generalizado das popula¢cbes a dgua potavel, é necessario
criar alternativas viaveis para o efeito. O desenvolvimento de tecnologias e produtos de uso doméstico
para a purificacdo da agua de consumo, beneficiara grandemente as popula¢gdes em risco. [5] Os
nanomateriais funcionais podem ser utilizados para o efeito, criando-se sistemas baratos, portaveis, de

facil utilizacéo e distribuicdo e que requeiram baixa energia para o funcionamento.[6]

1.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia pode ser definida como o planeamento, carateriza¢ao, producéo e aplicacéo
de estruturas, dispositivos e sistemas pelo controlo da dimensao e da forma a nanoescala (dimensdes

de 1 a 100 nm), escala & qual os materiais apresentam propriedades distintas.[7][8][9][10]

O conceito do nandmetro foi proposto por Richard Zsigmondy, que recebeu o prémio Nobel da

Quimica em 1925. Zsigmondly atribuiu o termo especificamente o tamanho das particulas e foi o
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primeiro a medir particulas coloidais de ouro utilizando um microscépio.[11] O conceito de
“nanotecnologia” foi desenvolvido pelo fisico Richard P. Feynman, na obra intitulada There’s plenty

room at the bottom.[12]

A nanotecnologia €, cada vez mais, uma area de grande interesse para as ciéncias e tecnologia,
dadas as suas aplicacdes no fabrico de novos materiais a escala nanométrica. O crescente interesse
no estudo das nanoparticulas advém do fato de possuirem propriedades quimicas, 6ticas e mecanicos
definidas. As nanoparticulas metalicas vém despertando particular interesse por apresentarem

propriedades antibacterianas devido ao seu elevado racio de area superficial pelo volume.

A bionanotecnologia emergiu como uma espécie de elo de ligagcao entre a biotecnologia e a
nanotecnologia, almejando o desenvolvimento de tecnologias biossintéticas e amigas do ambiente, a

nanoescala.[13]

A nanotecnologia é aplicada em diversas areas, nomeadamente, nas engenharias biomédica,
alimentar, cosmética, farmacéutica e de tecidos.[11][7] Na indlstria alimentar e cosmética, o uso de
nanomateriais vem aumentando drasticamente para melhorias de producao, acondicionamento, tempo
de vida de prateleira e biodisponibilidade.[7] A nanomedicina, que inclui subsetores como a engenharia
de tecidos, biomateriais, biossensores e bioimagiologia, por sua vez, foi desenvolvida para avaliar os
beneficios e riscos dos dispositivos e nanomateriais usados em medicina. [7][14] Varios tém sido os
nanomateriais estudados, tais como cobre, ouro, prata, titAnio e 6xido de zinco, mas os melhores
resultados tém sido obtidos com as nanoparticulas de prata. Estas desmonstraram-se eficientes
enquanto agentes antimicrobianos.[13] As nanoparticulas de 6xido de zinco também demonstraram
atividade antimicrobiana e s&@o usadas, por exemplo, como sensores de qualidade e seguranca
alimentar.[7][15]

Outra importante aplicacdo dos nanomateriais enquanto agentes antimicrobianos é a sua
utilizagcdo no tratamento da dgua com recurso a dispositivos portateis. Os custos associados as redes
de distribuicdo de agua, o desperdicio e a perda de qualidade da 4gua devido a idade das redes bem
como a necessidade de fontes alternativas de dgua e da sua reutilizagdo em regides que sofrem com
a escassez ou falta de qualidade, levaram a um crescente interesse no desenvolvimento de tecnologias
alternativas, e seguras, para o tratamento da agua. Nestes casos, 0s nhanomateriais que possuam
propriedades antimicrobianas poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de tecnologias a
pequenas escala e que demonstrem ser eficientes, nomeadamente os dispositivos portateis, para
sistemas que ndo estejam diretamente conectados a rede central, para aumentar a robustez das redes

de fornecimento de agua ou ainda para respostas de emergéncia em situa¢des de catastrofes.[3][16]



1.2.1 Nanoparticulas de o0xido de zinco

O o6xido de zinco, ZnO, apresenta-se sob a forma de pé branco insolivel em agua, e é
frequentemente usado como aditivo em diversos materiais e produtos, nomeadamente, plastico,
ceramica, vidro, tintas, bem como em pomadas, creme e protectores solares. A sua elevada eficiéncia
na absorcao de luz ultravioleta e transparéncia a luz visivel sdo duas das carateristicas que o tornam
particularmente interessante nessas aplicacdes.[17][3] O 6xido de zinco €, geralmente, sintético, mas
ocorre na natureza sob a forma do mineral zincite.[17] Sao varios os possiveis processos de
crescimento das nanoparticulas de 6xido de zinco, resultando em estruturas com morfologias e
aplicabilidades  diferenciadas.  Alguns exemplos sdo o0s nanocombs, nanorings,

nanohelixes/nanosprings, nanobelts, nanowires e nanocages.[18]

Trata-se de material cristalino, que se apresenta essencialmente sob a forma de wurtzite (Figura
1).

Figura 1 Estrutura cristalina do 6xido de zinco — wurtzite. [19]

O Oxido de zinco € um dos materiais usados enquanto antimicrobianos. O seu baixo custo, bem
como o racio superficie-volume obtido quando é usado como particulas a nanoescala, fazem com que

seja uma alternativa viavel e de baixo custo.[20]

Os mecanismos antibacterianos das nanoparticulas de metais ou de 6xidos de metais estao
associados a alteragéo das propriedades da membrana celular e da respetiva permeabilidade, levando
a penetracdo de particulas na célula bacteriana com libertacdo de ides metalicos, danificando o ADN.
Por outro lado, no caso das nanoparticulas de 6xidos de metais, como o 6xido de zinco, a producéo de
espécies reativas de oxigénio por fotocatdlise podera estar na origem da atividade
antimicrobiana.[21][22]

Varios estudos referem o seu poder biocida e/ou de inibicdo de crescimento em espécies
bacterianas, nomeadamente em Bacillus subtilis e em Escherichia coli, indicando diferentes niveis de
toxicidade em funcao da espécie alvo. Nas espécies previamente citadas, os estudos sugerem niveis

de inibigdo de 90% e 38%, respetivamente. Por outro lado, existem estudos na area da pedologia que



demonstram o efeito das nanoparticulas de ZnO na redugédo de biomassa bacteriana e na alteracédo da

diversidade e composicdo das comunidades bacterianas do solo.[23]

Tendo em conta que as nanoparticulas de 6xido de zinco podem ser impregnadas numa matriz
sélida, torna-se possivel o desenvolvimento de uma sistema estavel, mantendo as propriedades fisicas

associadas a pequena dimenséo e a atividade quimica devida a sua disponibilidade na membrana.[23]

No que concerne a uma possivel relacao entre a dimenséo das nanopatrticulas e a sua atividade
antibacteriana, ndo existe consenso. Se, por um lado, existem estudos que afirmam que a toxicidade é
tanto maior quanto menores forem as nanoparticulas de ZnO, por outro, autores afirmam néo ter

observado qualquer relagdo entre a dimenséo e o efeito das mesmas.[3][24]

1.2.2 Nanoparticulas de prata

As melhorias conseguidas nos métodos de produgéo fizeram com que se expandisse a utilizagdo
de nanomateriais em varios produtos comercializados. De entre esses nanomateriais, as
nanoparticulas de prata ganharam especial destague enquanto agentes antimicrobianos. Sao varios o0s
exemplos de produtos nos quais podem ser encontradas, nomeadamente em vestuario, recipientes
para armazenamento de alimentos, cosmeéticos, dispositivos eletrénicos e medicamentos.
[25][26][27][28] Na area da medicina, materiais impregnados com nanoparticulas de prata podem ser
utilizados para a redugdo de infecdes, nomeadamente na prevencdo do crescimento de colbnias
bacterianas em préteses, catéters, material dentario e até mesmo na pele humana. A sua aplica¢céo em
téxteis bem como no tratatamento da 4gua tém sido alvo de investigacdo.[9] Ao nivel ambiental, sdo
consideradas como uma boa alternativa ao uso de desinfetantes quimicos, por ndo serem oxidantes

fortes e ndo tenderem a produzir subprodutos de desinfec&o.[29]

As nanoparticulas de prata séo altamente eficientes enquanto agentes antimicrobianos devido a
sua elevada area superficial, que permite maior contato com os microrganismos.[30][9] Portanto,
nanopartiulas de menores dimensdes sdo mais desejaveis, por possuirem maior area superficial, isto
€, maior area disponivel para interacdo. Estudos demontraram que particulas com dimens&es iguais
ou inferiores a 10 nm sdo mais toxicas para bactérias como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Por este motivo, a agregacdo deve ser prevenida. Por outro lado, a sua distribuicdo no
substrato deve ser homogénea, favorecendo o contato e a reacdo com 0s microrganismos. As
propriedades antimicrobianas das Ag NPs dependem também da sua concentracdo e da taxa de
libertacdo dos i6es.[26][31]

Apesar dos mecanismos especificos das nanoparticulas de prata, como a associagdo destas a
membrana e subsequente alteragdo da mesma resultando na produgcdo de espécies reativas de
oxigénio, a toxicidade das Ag NPs esta essencialmente relacionada com a libertacdo dos ides de prata
produzidos pela oxidacdo e dissolucdo das mesmas. Estes atacam, preferencialmente, a cadeia

respiratéria, os mecanismos de divisdo e, finalmente, levam a morte celular.[25][30]



Se, por um lado, a sua eficiéncia enquanto agentes antibacterianos estd comprovada, por outro,
os efeitos ambientais da sua utilizagao precisam de ser estudados. Sabe-se que estas nanoparticulas
facilmente se soltam do substrato, o que pode suceder pela lavagem do mesmo. As forcas de ligacao
entre as Ag NPs e o substrato devem ser elevadas, prevenindo a exposi¢ao.[32][26] No que diz respeito
a saude humana, a elevada exposicdo aos ides de prata pode resultar em ligacdes fortes do metal a
grupos amina, caboxilato e fosfato, ou a complexos proteicos no organismo. A longo prazo, a
acumulacdo de prata podera provocar o desenvolvimento de argiria, patologia caraterizada pela
descoloragéo da pele, tornando-se cinza-azulada. De acordo com a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental

norte-americana, o teor de prata na dgua de consumo nao devera ultrapassar 100 ppb. [33]

1.2.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana relaciona-se com os compostos que possuem efeito antimicrobiano,
sem que sejam toxicos para os tecidos adjacentes. Frequentemente, os agentes antimicrobianos
resultam da modificacdo quimica de compostos naturais. S&o exemplos os b-lactanos, cefalosporinas
ou carbapenemos.[34]Também existem produtos naturais, tais como aminoglicosidios, e antibiéticos
sintéticos, como sulfonamidas. Tais agentes podem ser classificados como bactericidas ou
bacteriostaticos, matando ou tornando mais lento o seu crescimento, respetivamente. Um dos
problemas que advém do uso excessivo dos referidos agentes é o desenvolvimento de uma resisténcia
por parte das bactérias, perdendo a sua eficacia. Através dos processos de transferéncia de genes por
conjugacdo, transdugdo ou transformacgdo, a resisténcia pode ser geneticamente herdada. Este
fenémeno poderé resultar, inclusive, na emergéncia de patologias que ja terdo sido anteriormente

controladas.[34]

Os mecanismos de acdo das nanoparticulas ainda nao foram completamente compreendidos.
Estes dependem de vérios fatores, tais como a composi¢do, a modificacao superficial, propriedades
intrinsecas e a espécie bacteriana em causa.[35][24]

As nanoparticulas podem interagir eletrostaticamente com a membrana bacteriana, causando a
sua destruicdo. O stress oxidatico provocado pela formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
a internalizagdo das nanoparticulas causam alteragcdes ao nivel celular, nomeadamente ao nivel do

transporte de eletrdes, das proteinas e do ADN, levando & morte celular (Figura 2).[31][32]
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Figura 2 Mecanismo da atividade antimicrobiana dos ides prata e zinco.[36]

A avaliacao do potencial antimicrobiano dos nanomateriais enquanto possivel alternativa a outros
desinfetantes no tratamento da 4gua € feita em comparacdo com os desinfetantes convencionais.
Estudos demonstraram que os ides prata possuem atividade antimicrobiana igual e, em certos casos,
superior a de determinados desinfetantes convencionais.[3] Portanto, podem ser utilizados como
alternativa ou em conjunto com as tecnologias ja existentes para aumentar a eficiéncia do
procedimento. Outra possibilidade apontada nesse estudo relaciona-se com a utlizagdo das
nanoparticulas em membranas de filtracao, noutras superficies, ou ainda em reatores utilizados no
tratamento e/ou distribuicdo da agua.[3] Apesar da tecnologia de membrana em larga escala ja ser
utilizada no tratamento de agua, ela vem demonstrando algumas fraquezas, nomeadamente, a falta de
robustez resultante da fragilidade das membranas e os custos relativamente elevados, pelo que a sua
aplicacdo em sistemas de tratamento de agua a pequena escala, que seriam sustentveis no meio
rural, ndo é viavel. Portanto, a tecnologia deve ser otimizada de modo a aumentar a robustez, ndo
requerer bombas nem eletricidade para o seu funcionamento, ser de facil utilizagdo e manutencéo e

produzir agua adequada para 0 consumo.[29]

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana estéo divididos em grupos, de acordo com o principio
aplicado no sistema: testes de difusdo (Kirby-Bauer e Stokes), de diluicdo (concentracdo minima

inibitéria) e de difusdo e diluicdo (método de E-Teste).[9]



1.3 Escherichia coli

A Escherichia coli, ou E.coli, € uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, também conhecidas como bactérias coliformes. Trata-se de um bacilo que pode
ser imovel ou movimentar-se por meio de flagelos. Esta bactéria é frequentemente encontrada nas
fezes e pode viver no ambiente, sobrevivendo tanto na presenca como na auséncia de oxigénio. O
intervalo de temperaturas em que ela consegue crescer situa-se entre 8°C e 44-45°C, e a temperatura
6tima de crescimento é de 37°C. No entanto, pequenas flutuacées no intervalo de temperaturas de

crescimento séo observadas, em funcao da estirpe.[37][38]

A E.coli foi isolada de fezes de criancas pelo pediatra alemao Theodor Escherich em 1885. Em
inicios do século XX ja era utilizada como indicador de contaminacéo fecal em agua e alimentos. Em
1940, foi reconhecida como responsavel por patologias de natureza entérica, nhomeadamente,
gastroenterites e associada a varios casos de diarreia. Por essa altura, estabeleceu-se um conjunto de

medidas que visavam o seu controlo nos paises desenvolvidos.[39]

A E.coli coloniza o trato gastrointestinal dos recém-nascidos poucas horas ap6s o nascimento, o
que geralmente resulta numa co-existéncia pacifica, da bactéria e do hospedeiro. Sabe-se que nestes
casos a presenca da bactéria é benéfica, pois impede a prevaléncia de outras bactérias, potencialmente
patogénicas, no trato gastrointestinal dos humanos. No entanto, o risco é elevado quando o hospedeiro
€ imunocomprometido ou possui algum tipo de alteragdo no trato gastrointestinal, como acontece em
casos de peritonite.[38][40][41] As estirpes desta bactéria sdo, na sua maioria, inofensivas. A E.
coli 0157:H7 é um exemplo das estirpes patogénicas, encontrada em agua ou alimentos contaminados
por contato direto com a bactéria ou indiretamente, por contato com animais infetados (Figura 3).Trata-
se de uma variedade rara da E.coli, que produz grandes quantidades de toxinas, que causam sérios
danos ao trato gastrointestinal e, consequentemente, situagbes patoldgicas graves, nomeadamente,
colite hemorréagica.[42][43][44] Esta estirpe foi identificada em 1975, mas sé em 1982 foi identificada
como causadora de doencas entéricas, devido a sua ligacdo a varios casos de diarreia hemorragica. A
partir de entdo, passou a ser designada como E.coli enterohemorragica. Dez particulas infeciosas sao
suficientes para desencadear sintomas de doenca, que podem surgir em periodos iguais ou superiores
a 24h.[45]
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Figura 3 Mecanismo, patogeinicidade e prevengdo de contaminacao por E.coli O157:H7.[45]

Contudo, existem varias estirpes de E.coli, com elevado grau de adaptacdo, qua adquiriram
atributos virulentos, conferindo-lhes uma ainda maior capacidade de adaptacdo e patogenicidade. Os
atributos virulentos sdo de natureza genética e podem ser transmitidos a outras estirpes, originando
novas combinacdes de fatores de viruléncia. De um modo geral, sdo trés os sindromes clinicos que
resultam de infe¢cdo: doencgas diarreicas/entéricas, infe¢des do trato urinario e septicemia/meningite. Ao
nivel celular, as atividades afetadas séo vdrias: transcricdo, apoptose, transdugéo de sinal, sintese

proteica, fun¢do mitocondrial, funcéo citoesquelética, divisdo celular e secre¢éo de ibes.[40][46]

Até a0 momento, existem seis categorias de E.coli bem caraterizadas, de acordo com o
mecanismo e o tipo de patologia causada. Sdo elas: E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enterohemorragica (EHEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroagregativa (EAEC), E.coli

enteroinvasiva (EIEC) e E.coli difusamente aderente (DAEC).[40]

Em caso de risco de contaminagdo por E.coli em depésitos de &gua, recomendam-se trés
medidas essenciais: ferver a 4gua de consumo, desinfetar o depdsito de agua e monitorizar a qualidade
da 4gua, assegurando a eliminagdo completa e definitiva da bactéria. Relativamente ao consumo da
carne, é recomendavel que seja sempre bem cozida; o leite e derivados, por usa vez, devem ser
tratados (pasteurizados).[45]



1.4 O papel

O papel, usado no presente trabalho como substrato para a impregnacéo de nanoparticulas de
prata e de 6xido de zinco, apresenta uma grande heterogeneidade, envolvendo varias escalas de
periodicidade fisica e quimica. Na sua composi¢do, estdo fibras linhinocelulésicas, curtas e
descontinuas com aditivos funcionais. Os aditivos comummente utilizados sdo corantes, agentes de
colagem e de enchimento inorgénico, auxiliares de retencéo, polimeros neutros, revestimento, entre
outros.[15][47][48] A qualidade do papel depende do contelido em celulose e lenhina da matéria vegetal
do qual é extraido. Ao nivel mecanico e de tracdo, existe uma proporcionalidade direta em relacéo ao
conteddo em celulose. A lenhina, por sua vez, é um polimero indesejavel na producgéo do papel e a sua

remocao requer tratamento quimico e energético de grande porte.[49][50]

A dimenséo dos poros do papel é muito varidvel: o espaco entre as fibras € de aproximadamente
100 um, poros da parede celular da fibra variam de 1 a 10 um e a espessura das fibrilhas encontra-se
na ordem dos nanémetros. Além destes, existem varios canais nos poros, aos quais as nanoparticulas
podem ficar agarradas.[15]

As vantagens da utilizacdo do papel como substrato séo claras:
> material abundante,
> baixo custo de aquisicao,
» propriedades de barreira,

» estrutura porosa e superficie hidrofilica que permitem a adsor¢cdo de suspensfes de
nanoparticulas por forcas capilares,

> forte,
> atoxico,

» requer pequenos volumes de nanoparticulas para que se possa observar resultados
satisfatorios,

> biodegradavel,
» biocompativel,
» ndo poluente,

> reciclavel.[15][25][51][52]

As propriedades da celulose e a crescente preocupacdo com a protecdo ambiental tém feito com
que a investigaco se volte, cada vez mais, para a possibilidade da sua utilizagdo em substituicdo dos
materiais derivados do petréleo para aplicagdes industriais. A morfologia e estrutura especificas dos
materiais porosos é aplicada em varios processos industriais, motivo pelo qual os mecanismos de

formagéo deste tipo de materiais vém atraindo a atengdo de vérios investigadores. As estruturas

10



porosas podem ser reforcadas por varios processos, mas a utilizagdo dos mesmos na produgdo ou

otimizacdo do papel ainda carece de estudos.[53]

O papel vem sendo utilizado enquanto substrato para funcionalizacdo com nanopatrticulas, pelas
carateristicas anteriormente referidas. Tratando-se de um compdésito heterogéneo e poroso, torna-se
dificil controlar a disposicdo das nanoparticulas que ficam, frequentemente, distribuidas de forma
heterogénea. Poucos estudos caraterizaram a distribuicao das nanoparticulas pela superficie do papel,

sem que até agora se tenha feito um trabalho de otimizacédo do papel para essa finalidade.[15][54]

1.5 Limitacgdes do uso de nanoparticulas no tratamento da agua

A eficacia da utilizacdo de nanoparticulas enquanto agentes antimicrobianos € comprovada. No
entanto, a sua utilizacdo no tratamento da 4gua apresenta alguns desafios no que diz respeito a

retencdo dos nanomateriais e da sustentabilidade da atividade antimicrobiana.[3][36]

O aumento da utilizacdo de produtos que contém nanoparticulas faz aumentar o risco de
contaminagdo das fontes de &gua potavel. Apesar do tratamento da &gua, prevé-se que uma
concentracdo significativa de nanoparticulas ndo seja removida. Os riscos ambientais s&o
consideraveis, pois é possivel que as nanoparticulas sejam consumidas pelos organismos aquaticos,
também devido a sua dissolu¢do ou pela agregacdo, formando aglomerados.[33] As nanoparticulas
apresentam uma area superficial especifica que estd na origem da sua reatividade mas, com a
agregacdo, esta condicdo € contrariada. A formacdo de aglomerados é favorecida pela presenca de
sais, sendo menos frequente em agua pura. O nivel de agregacao, a dimensao final das nanoparticulas
e a interagcdo com a matéria organica sdo alguns fatores que afetam a eficiéncia da sua remocao da

agua de consumo.[3]

A importancia da retengdo dos nanomateriais, especificamente falando das nanoparticulas,
advém de duas questfes: o0 custo associado a perda de nanomateriais e, acima de tudo, os possiveis
problemas ambientais e de saude publica. Varios estudos de nanotoxicidade vém sendo levados a cabo
com o objetivo de perceber melhor o impacto da sua utilizacdo nos dois aspetos acima referidos. No
que diz respeito as nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata abordados no presente trabalho, os

estudos apresentam resultados divergentes.[27]

De acordo com Li et al.,, as nanoparticulas de Oxido de zinco, a concentracfes iguais ou
superiores a 5 mM podem causar a diminuigdo da viabilidade das células T humanas. As nanoparticulas

de prata, por sua vez, ndo apresentam evidéncias de risco de toxicidade em humanos.[3]

Segundo Giovanni et al., a citotoxicidade é observada a partir de 100 mg/L, sendo as ZnO NPs
potencialmente mais toxicas do que as Ag NPs. A uma concentracdo de 10 mg/L, as ZnO NPs, apesar
de ndo apresentarem citotoxicidade, podem elevar o stress oxidativo intracelular. Os autores afirmam
que as concentra¢cdes maximas para as nanoparticulas, sem que se observe o efeito citotoxico, sdo

muito superiores as permitidas para os respetivos metais ou 6xidos de metais. Com base nestes
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resultados, concluem que o teor de nanoparticulas estimado em aguas de consumo ndo acarreta riscos

para a salde humana.[27][6]

Chalew et al. por sua vez, afirmam que a ingestdo de nanoaparticulas através da agua de
consumo podera constituir um risco para a salde humana de forma direta ou indireta. A exposicao
direta as nanoparticulas ou indireta, pela libertacdo de ides, pode ter consequéncias graves para a
saude, como danos ao nivel renal, hipertensao arterial, inflamacé&o gastrointestinal, danos neuroldgicos
e cancro. Em testes in vivo realizados em ratos, a ingestao de agua contendo nanoparticulas, observou-
se 0 aumento da concentracdo de nanoparticulas no figado, rins, cérebro e no sangue, quando
comparados com os controlos. Alguns destes efeitos foram observados em testes de exposicdo da
ratos e murganhos a nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata.[14]

12



Capitulo 2

2  Descricéo experimental

Neste capitulo pretende-se descrever o procedimento seguido com o objetivo de testar o efeito
biocida dos quatro tipos de filtros de celulose impregnados com nanoparticulas: de 6xido de zinco, de
prata, de 0xido de zinco e prata, e de prata e 6xido de zinco, pela ordem descrita. Os filtros foram
preparados e caraterizados, procedeu-se a quantificacdo dos ides de zinco e de prata nos proprios e
nas respetivas solugfes de sintese e aguas de lavagem, e aos ensaios de filtracdo de pilhas de trés e

de cinco filtros, seguidos dos testes microbiolégicos.
O presente trabalho foi desenvolvido:

> no Centro de Investigacdo de Materiais (CENIMAT) da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa
» Impregnag&o dos filtros de celulose com nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco

» Caraterizagdo do material por microscopia eletrénica de varrimento (SEM),
espetroscopia dispersiva de raios X (EDS) e difracéo de raios X (DRX)

> nos Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de AlImada (SMAS Almada)
» Ensaios de filtragcédo

» Pesquisa e quantificacdo de E.coli

» no Departamento de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

» Caraterizagdo dos filtros preparados e das respetivas solu¢des de sintese e aguas

de lavagem, por espetroscopia de absorcao atdmica de chama (FAAS).
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2.1 Substrato de celulose

O substrato utilizado foi o filtro de café HOME 7 n°, comercializado pela cadeia de
supermercados Pingo Doce. Para a obtencgédo de filtros com a dimensdo adequada a realizagdo do
presente trabalho, procedeu-se ao corte dos mesmos com recurso a um laser de CO: de corte, em

circulos com 4,5 cm de diametro.

Os filtros cortados serviram de substrato para a sintese in situ de nanoparticulas de prata e de
Oxido de zinco, foram posteriormente caraterizados quimica, morfoldgica e estruturalmente, e utilizados

nos testes de filtracédo e microbiologia, de acordo com objetivo do estudo.

2.2 Sintese in situ de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs) e de prata (Ag NPs)

As sinteses a seguir descritas foram realizadas com o objetivo de incorporar nanoparticulas de
Oxido de zinco e de prata nos filtros de café. Foram preparados quatro tipos de filtros: com ZnO NPs,
com Ag NPs, duplamente impregnados com Ag NPs e posteriormente com ZnO NPs e duplamente

impregnados com ZnO NPs e de seguida com Ag NPs.

2.2.1 Sintese in situ de nanoparticulas de éxido de zinco

O protocolo para a sintese in situ para a impregnacao de nanoparticulas de 6xido de zinco em

substrato de celulose foi adaptado de Jaber B., Ladnab, L.[55]

O filtro de café foi mergulhado em 100 mL da solu¢do de acetato de zinco di-hidratado,
(CH3(C00)2Zn0-2H20 — Sigma Aldrich 98%) 0,08 mM, sob a agitacao de 280 rpm, tendo-se adicionado
20 mL de hidréxido de s6dio (NaOH — Sigma Aldrich 98%) 1 M, pipetando 1 mL a cada 30 segundos.
Manteve-se a solugdo em agitacdo por uma hora, tempo apés o qual o filtro foi retirado para lavagem

com 60 mL de 4gua destilada e secagem ao ar.

A sintese das nanoparticulas de Oxido de zinco da-se pelo conjunto das trés reacfes

representadas pelas equacdes que se seguem:

Zn(CH3CO0O)2:2H20 + 2NaOH — Zn(OH)2 + 2CH3COONa + 2H20 Equacéo 1
Zn(OH)2 + 2H20 — Zn(OH)s %+ 2H* Equagéo 2
Zn(OH)4 2— ZnO + H20 + 20H- Equac&o 3

Numa primeira fase, a adicdo do hidroxido de sédio (NaOH) a solucéo do sal de zinco, gera um
intermediario, o hidréxido de zinco, Zn(OH)2. A conversédo deste Ultimo em Oxido de zinco (ZnO) é

promovida pelo excesso de hidroxido de sddio na presenga do solvente (dgua).[56]
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2.2.2 Sintese in situ de nanoparticulas de prata

O protocolo para a sintese in situ para a impregnacdo de nanoparticulas de prata em substrato

de celulose foi baseado em Simdes, F.[57]

Preparou-se uma solucédo de 50 mL de citrato de sédio di-hidratado (CeHsNaz07.2H20 — Roth
99%) 300 mM. Num baldo introduziu-se a solugao previamente preparada e o filtro de café, num banho
de 6leo a temperatura de 100 °C, com agitacdo constante de 1100 rpm, num sistema de refluxo. Tendo
atingido a temperatura de ebulicdo, adicionou-se o volume de 5 mL da solucéo de nitrato de prata 10
mM (AgNOz — Sigma Aldrich 99%), com auxilio de um conta-gotas. Verificando-se a mudanga de cor,
retirou-se o aquecimento, mantendo a agitacdo. Apos aproximadamente 10 minutos, retirou-se o filtro,

tendo-se procedido a sua lavagem com 60 mL de agua destilada e secagem ao ar.

A equacdo representa a reacao de reducéo que ocorre para a formacao das nanoparticulas de

prata:

3AgNOs+ CeHsO7Nas + 2H20 — 3Ag° + CsHsO7Nas + Y2 H20 + O2 Equacgéo 4

2.2.3 Dupla impregnacédo, com nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata

As duplas impregnac¢fes basearam-se na sintese de ambos os tipos de nanoparticulas, ZnO NPs
e Ag NPs, num mesmo filtro. Foram preparados filtros de café impregnados com ZnO NPs seguidas de
Ag NPs e de Ag NPs seguidas de ZnO NPs. Em ambos os casos, utilizaram-se filtros previamente
impregnados com o primeiro tipo de nanoparticulas, ap6s secagem completa ao ar, para a segunda
impregnacdo. No caso de dupla impregnacdo com nanoparticulas de prata seguidas de 6xido de zinco
(Ag+Zn0), aumentou-se a agitacdo para 450 rpm, para facilitar a homogeinizacdo da solug¢do de
sintese das ZnO NPs. Esta apresentou uma coloragdo acastanhada, devida as Ag NPs previamente
impregnadas que se soltaram do filtro, passando para a solugdo de sintese de ZnO NPs. Na dupla
impregnacéo pela ordem inversa, ndo foi necesséria qualquer alteracdo dos procedimentos descritos
em22.1e222.

2.3 Espetroscopia de aborc¢do atomica de chama

O procedimento foi baseado em Bagdatlioglu, N., Nergiz, C., Ergonul, P. G.[58] e levado a cabo

no laboratdrio 145 do Departamento de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da FCT/UNL.

A espetroscopia de absorcdo atdmica foi utilizada para quantificar metais (ides zinco e prata)
presentes nos filtros de papel impregnados com nanoparticulas, bem como nas respectivas solucfes
de sintese e 4guas de lavagem.

Os filtros foram pesados e introduzidos em tubos de digestéo, tendo-se adicionado 10 mL de
acido nitrico concentrado (HNOs, Panreac — 65%), e aquecidos a temperatura de 130 °C durante 3 h.

Depois de arrefecidas, as solugfes resultantes da digestdo foram filtradas e transferidas para bal6es
15



de 50 mL, perfazendo-se o volume com agua desionizada (Milli-Q). O mesmo procedimento foi feito

para os brancos, em que se utilizou o volume de 10 mL de HNOs concentrado.

As solucdes de sintese e aguas de lavagem foram filtradas para bal6es de 50 mL, perfazendo-

se o0 volume com agua desionizada (Milli-Q).

Todas as amostras foram acidificadas, pela adicdo de 2 mL de HNOs concentrado (Panreac —
65%) a 10 mL das mesmas, prevenindo a precipitacdo dos metais em solugéo, e reservadas em frascos
de pléastico devidamente identificados.

As leituras do zinco e da prata das solugdes em bruto ou diluidas, foram feitas no
espetrofotémetro de absorcdo atdmica de chama de acetileno/ar (Analytik Jena - ZEEnit 700).

2.4  Filtracoes e Testes microbioldgicos

Os testes ao poder biocida dos filtros de celulose impregnados com nanoparticulos de Ag, ZnO
e com a mistura Ag+Zn0O, foram levados a cabo nos laboratérios Servicos Municipalizados de Agua e

Saneamento em Miratejo.

O material utilizado (copos para contacto, frascos para amostra e copos de filtracdo e rampa)
foram previamente esterilizados, evitando contaminagbes cruzadas. O procedimento baseou-se,
primeiramente, na preparacdo da solucdo de peptona salina. Para este efeito, ressuspendeu-se cinco
lenticulas de E.coli (Escherichia coli NCTC 9001) em 400 mL de peptona salina, com agitacdo vigorosa,
até se observar o desparecimento das lenticulas na mesma. Do volume preparado, 300 mL destinaram-
se as filtracBes, feitas em triplicado, tendo-se utilizado 100 mL para cada filtro. Os restantes 100 mL

destinaram-se ao controlo positivo.

Para aumentar o tempo de contato, foram utilizadas estruturas com filtros empilhados, alternando
filtros virgens e filtros impregnados com nanoparticulas. Dois tipos de estruturas foram testados: uma
estrutura com um filtro impregnado entre dois virgens e uma estrutura de cinco filtros, com trés filtros
virgens e dois impregandos, ocupando os virgens as posicfes mais externas e a central (Figura 4).
Estas pilhas foram passadas a ferro, ficando mais lisas e compactas, de modo a prevenir a formagéo
de bolhas de ar entre os filtros e a facilitar a filtrac&o.
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Pilha de 3 filtros Pilha de 5 filtros
O Filtro virgem
O Filtro impregnado

Figura 4 Imagem ilustrativa das pilhas de trés e cinco filtros utilizadas nos ensaios. A cor

atribuida aos filtros impregnados com nanoparticulas € meramente ilustrativa.

Os filtros foram colocados nos dispositivos de filtracdo e 100 mL de peptona salina contaminada
com E.coli foram filtrados e cronometrou-se o processo. Apoés a filtracdo, procedeu-se a filtracdo na
rampa de 100 mL de peptona salina (sem contaminag¢&o) para o ensaio em branco, 100 mL de amostra
contaminada para o ensaio positivo de referéncia (controlo positivo) e 100 mL de amostra filtrada, esta
Ultima feita em triplicado. Posteriormente, os filtros foram colocados em meio Lauryl, seletivo para
coliformes, e incubadas em estufa a 37°C, durante 24 horas, ap6s as quais se fez a contagem de

colénias (Figura 5). As contagens foram registadas e comparadas com os valores obtidos nos controlos.

Figura 5 Colénias de E.coli crescidas nas membranas de filtragdo, em meio Lauryl, ap6s o
periodo de incubagéo de 24h, a 37°C. As amostras foram feitas em triplicado e genericamente
designadas por A, B e C.
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Capitulo 3

3 Técnicas de caraterizacao

A caraterizacao dos filtros impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco, de prata e os dois
tipos de dupla impregnacao foi feita por quatro técnicas: microscopia eletrénica de varrimento (SEM),
espetroscopia dispersiva de raios X (EDS), difracdo de raios X (DRX) e espetroscopia de absorcéo
atobmica de chamada (FAAS). Estas técnicas forneceram informagdo, qualitativa e quantitativa,

essencial para o desenvolvimento e para a interpretagédo dos resultados do presente trabalho.

3.1 Microscopia eletrdnica de varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento (Scanning Electron Microscopy) € um dos intrumentos
mais usados na analise de microestruturas, pela sua versatilidade e por fornecer, ndo apenas imagens
topogréficas, como informacao quantitativa ao nivel estrutural, quimico, e das propriedades eletrénicas
do material de interesse.[59][60]

Desde a descoberta da deflecdo dos eletrdes por agdo do campo magnético, a microscopia
eletrénica de varrimento foi sendo desenvolvida, pela substituicdo da fonte de luz (microscopia 6tica)
por feixes de eletrdes de alta energia. Os eletrdes sdo produzidos no topo da coluna e aceleradas,
passando de seguida por uma combinacédo de lentes e aberturas para produzir o feixe de eletrdes que
ird interagir com a amostra. O sistema opera em vacuo. O direcionamento do feixe na amostra é
controlado por bobinas que permitem o varrimento da superficie da amostra.[61] Quando o feixe de
eletrdes contata com a superficie da amostra, este penetra numa profundidade de alguns microns,
depedente da voltagem de aceleragéo e da densidade da amostra. Da interac&o do feixe com a amostra

resultam eletrdes secundarios, raios X caracteristicos e eletrdes retrodifundidos.[62]

Os eletrdes secundérios, com energias abaixo dos 50 eV, fornecem informacédo topografica,
sendo essenciais para a formacdo da imagem.[61] Por sua vez, os eletrdes retrodifundidos séo
dispersados em angulos superiores a 90°, possuem maior energia e fornecem informacdo sobre a
composicao da amostra: elementos de maior massa atdmica apresentam maior contraste.[63] Estes
sinais sdo recolhidos por um ou mais detectores, resultando na formagéo da imagem. A resolucéo de
uma imagem SEM depende de varios fatores, nomeadamente do tamanho do spot eletrénico e do

volume de interac&o do feixe com a amostra.[64]

Embora néo seja possivel fornecer imagens a resolucao atémica, alguns dispositivos conseguem
alcancar resolucbes de 1 nm ou menos. Tipicamente, os dispositivos mais modernos alcangcam

resolucdes de 1 a 20 nm.[65]
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No presente trabalho, a microscopia eletronica de varrimento foi utilizada com o objetivo de
visualizar as nanoparticulas impregnadas nos filtros de café, tendo-se obtido informagdo sobre a
gualidade de impregnacdo (da cobertura das fibras do papel), a distribuicdo e o formato das

nanoparticulas e foi possivel, nalguns casos, determinar a dimenséo das mesmas.

Utilizou-se um pequeno pedaco de cada um dos filtros de café impregnados com as diferentes
nanoparticulas (6xido de zinco, prata e duplas impregnacdes: 6xido de zinco seguida de prata e prata
seguida de oxido de zinco) em estudo, que foram colocados nos stubs sobre uma pelicula de carbono.
O microscopio utilizado (Carl Zeiss AURIGA Crossbeam SEM-FIB), é apresentado na Figura 6. Para a
obtencdo das imagens utilizou-se a tenséo de aceleracdo de 2 kV, a abertura de diafragma de 30 pm

e 5,7 mm de distancia entre a amostra e a coluna.

Figura 6 Equipamento utilizado em microscopia eletrénica de varrimento (Carl Zeiss AURIGA
Crossbeam SEM-FIB).

3.2 Espetroscopia dispersiva de raios X

A espetroscopia dispersiva de raios X (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) € uma técnica
analitica que pode estar acoplada a técnicas de microscopia, como a eletrénica de varrimento (SEM)
e a electronica de transmisséo (TEM), permitindo a andlise elementar a escala nanomeétrica. Tal deve-
se a interacdo do feixe de eletrdes com a amostra, produzindo raios X carateristicos dos elementos

constituintes da mesma.[66]
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A andlise por EDS permite determinar a constituicdo elementar de pontos individuais da amostra
e fazer o mapeamento da distribui¢éo dos elementos. Fornece informacgéo quantitativa em amostras

que sejam planas, polidas ou homogéneas.[67]

No presente trabalho, a EDS acoplada ao SEM foi utilizada com o objectivo de confirmar e
quantificar a presenca dos elementos constituintes das nanoparticulas sintetizadas: zinco e oxigénio,
das nanoparticulas de éxido de zinco, e prata. Para os casos de dupla impregnacéo, a informacao
guantitativa sobre o teor dos referidos elementos, permitiu também inferir sobre possiveis perdas de
um dos tipos de nanoparticulas com o segundo processo de sintese.[68] No presente trabalho, a analise

por EDS foi realizada com recurso ao software AztecEnergy.

3.3 Difracéo de raios X

A difragdo de raios X (X-ray Diffraction) € uma técnica poderosa para a caraterizacdo de material
cristalino. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva, que fornece informacgéo sobre a estrutura, as fases,

a orientacéo dos cristais, isto €, a sua textura, bem como sobre a qualidade dos cristais.[69][70]

O efeito dominante que ocorre quando um raio incidente de raios X monocromaticos interagem
com o material alvo é a dispersdo dos mesmos pelos atomos constituintes do material, sofrendo
interferéncia construtiva ou destrutiva. A difracdo de raios X é explicada pela lei de Bragg, descrita por
William Lawrence Bragg em inicios do séculos XX, e demonstra que um conjunto de planos paralelos,
com coordenadas hkl e um espacamento interplanar dn produz um feixe difratado quando raios X de

comprimento de onda A4 colidem com os planos num angulo 6 e séo refletidos nesse mesmo angulo,

se e s6 se 0 assumir um valor tal que:

2dhkl sin® = nA Equacdo5s

O tamanho e a forma da célula unitaria do material determina as dire¢8es das possiveis difracdes
e a intensidade das ondas difratadas, por sua vez, depende do tipo e do arranjo dos atomos do cristal.
Os materiais ndo cristalinos frequentemente possuem pequenas cristalites na sua composi¢cdo, com
vérias orientagBes possiveis, e por isso sdo denominadas agregados policristalinos ou pés. Quando
este tipo de material é exposto a um feixe de raios X, este cera todos os planos interatbmicos possiveis.
Os picos de difragdo podem detetados pela mudanca sistematica do angulo utilizado para a
incidéncia.[70][71][72][73] O padrdo de difragcdo é, portanto, o fingerprint dos arranjos atémicos

periddicos no material em estudo.[69]

O tamanho da cristalite pode ser calculado pela equacéo de Scherrer, dada por:

— KA' ~
= B cos o Equacéo 6
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em gue K é a constante geométrica de Scherrer, 4 é o comprimento de onda da radiacédo, 6 é o angulo

de difragdo, B é a largura a meia altura da reflexdo, em radianos.[53][74][73]

A simplicidade, rapidez e a fiabilidade dos resultados sédo algumas das vantagens desta técnica.
Ela permite caraterizar materiais compostos por misturas de fase e quantificar as fases.[73]

A andlise das amostras por difracdo de raios X ndo exigiu preparac@o prévia das amostras e,
ndo sendo destrutiva, estas foram conservadas, podendo ser reutilizadas. O equipamento utilizado é
mostrado pela Figura 7 (PANalytical X'pert Pro) e obtiveram-se difratogramas nas seguintes condicdes:
intesidade da radiac&o a linha Ka do cobre de 1,5406A, 26 no intervalo de 10 a 80° e as intensidades

registadas em intervalos de 0,03°.

Figura 7 Equipamento utilizado na difracao de raios X (PANalytical X'pert Pro).

3.4 Espetroscopia de absor¢ao atdbmica de chama

A espetroscopia de absorgdo atdmica, AAS (Atomic Absorption Spectroscopy) é uma técnica que
permite quantificar elementos quimicos presentes em amostras, de acordo com a radiacdo aborvida
pelos elementos de interesse.[75]

A AAS requer uma fonte de luz, uma fonte de a&tomos, um monocromador, um detetor e
dispositivos eletronicos capazes de processar os dados e de apresentar os resultados. Esta técnica
mede a quantidade de luz, sob a forma de fotdes, que é absorvida pela amostra e que faz com que

passem para o estado excitado. A relacdo entre a quantidade de luz absorvida e a concentragdo de
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analitos em padrdes conhecidos pode ser usada para determinar concentracées desconhecidas em

amostras, pela quantificacdo da luz absorvida.[76][77][78]

Na espetroscopia de absorcdo atémica de chama FAAS (Flame Atomic Absorption
Spectroscopy), a fonte de luz para a produgdo de atomos livres é o calor, geralmente proveniente de
chama de ar/acetileno ou éxido nitrico/acetileno. O sistema de introducdo da amostra consiste huma

camara de spray e num nebulizador, sendo esta introduzida sob a forma de aerossol.[79][76]

O detetor mede os comprimentos de onda de luz transmitidos pela amostra, comparando-os com
0s que originalmente passaram pela amostra. O processador de sinal integra as mudanc¢as nos
comprimentos de onda absorvidos, observaveis nos picos de absorcédo de energia em comprimentos

de onda discretos.[78]

No presente trabalho, a FAAS foi utilizada com o objetivo de quantificar a prata e o zinco
(proveniente do 6xido de zinco), inferindo sobre a quantidade de nanoparticulas que se formaram no
processo de sintese de nanoparticulas, tanto os ides que efetivamente foram impregnados nos filtros
de celulose como os que foram desperdicados, permanecendo nas solugdes de sintese, e 0s que se
soltaram com a lavagem dos mesmos, de acordo com o procedimento anteriormente exposto. O

equipamento utilizado é apresentado na Figura 8.

Figura 8 Equipamento utilizado na espetroscopia de absorgao atémica de chama de
acetileno/ar (Analytik Jena - Zeenit 700).
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Capitulo 4

4 Apresentacgao e Discusséo de Resultados

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer da atividade

experimental.

Feito o procedimento de impregnacéo de nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata nos filtros
de café Home7 n.%4, foi necessario averiguar a eficiéncia da sintese e a qualidade da incorporagéo das
NPs nas fibras de celulose. Apos a confirmacéo de que os filtros estavam, efetivamente, cobertos com
as nanoparticulas sintetizadas, foi possivel dar continuidade ao trabalho experimental, tendo-se
passado a fase dos testes. Estes consistiram na aplicagéo dos filtros preparados, em estruturas de trés
e de cinco filtros, compostas pelos referidos filtros intercalados com filtros virgens, isto é, sem qualquer
tratamento quimico prévio. As estruturas foram cuidadosamente passadas a ferro, de modo a evitar a
formag&o de bolhas de ar no seu interior e de maximizar o contato entre os filtros. A filtracdo foi
cronometrada e calculou-se a velocidade da passagem da solugcdo contaminada por cada tipo de
estrutura. Os testes microbiol6gicos basearam-se na utilizacdo da solucao filtrada na técnica de filtragéo
de membrana, com incubacdo das membranas no periodo de 24 h, a 37 °C (temperatura 6tima de
crescimento da E.coli) em meio Lauryl. Seguiu-se a contagem das colonias de E.coli, que forneceram

informacao sobre o efeito antibacteriano dos filtros preparados.

4.1 Filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco

A Figura 9 representa o resultado da impregnagéo do filtro de café com nanoparticulas de éxido
de zinco. Apés a impregnacao das nanoparticulas de 6xido de zinco, pela sintese in situ descrita em

2.2.1. O papel adquire uma coloracdo mais esbranquicada do que a observada nos filtros virgens.

Figura 9 Filtro de celulose impregnado com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs).
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4.1.1 Microscopia eletronica de varrimento

A figura 10, obtida por SEM, permite a visualizacdo do resultado da impregnacdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco no filtro de café Home7 n°4. Utilizou-se uma pequena porgao do filtro
impregnado com nanoparticulas de ZnO.

Figura 10 Filtro impregnado com nanoparticulas de 6xido de zinco, analisado por microscopia

eletrénica de varrimento.

As imagens de SEM da amostra de filtro de papel impregnado com nanoparticulas de éxido de
zinco indicam uma boa cobertura das fibras de celulose com nanoparticulas de éxido de zinco, com
distribuicdo homogénea, podendo-se considerar eficiente o processo de impregnacao. Observa-se que
estas possuem o formato de flor, 0 que vai de encontro com Jaber-Ladnab[55] para a sintese de
nanoparticulas de 6xido de zinco a temperatura de 20 °C. No presente trabalho, as sinteses de
nanoparticulas de 6xido de zinco foram realizadas a temperatura ambiente do laboratério, proximas
dos 20 °C, como referido em 2.2.1. A dimenséo das nanoparticulas de 6xido de zinco ndo pdde ser

determinada, devido ao formato irregular das mesmas.
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4.1.2 Espetroscopia dispersiva de raios-X

A analise por EDS permitiu identificar e quantificar os elementos presentes na amostra. Estando
acoplada ao SEM, os resultados apresentados (Figura 11) correspondem a mesma amostra utilizada
em4.1.1.
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Figura 11 Andlise por espetroscopia dispersiva de raios X do filtro de café impregnado com
nanoprticulas de 6xido de zinco.

Por espetroscopia dispersiva de raios-X foi possivel determinar a constituicdo atémica das
amostras. Verificou-se a presenca de carbono, com um pico correspondente a E=0,28 keV, e do
oxigénio, aos E=0,53 keV , ambos contituintes do substrato de celulose, sendo este ultimo também
proviente do 6xido de zinco. Confirmou-se a presenca de zinco, tendo-se obtido dois picos, a E= 1,01
keV e E=8,63 keV. Observou-se também a presenca de sodio, cujo pico aparece sobreposto ao pico
de zinco, a E=1,04 keV. .

O objetivo da utilizagédo da técnica foi identificar os elementos constituintes da amostra, neste
caso do filtro de celulose impregnado com nanoparticulas de 6xido de zinco, tendo-se efetivamente
obtido os picos correspondentes aos elementos quimicos constituintes da celulose (carbono e oxigénio)
e das nanoparticulas de 6xido de zinco (oxigénio e zinco). Tendo em conta tratar-se de um composto,
e a espetroscopia dispersiva de raios X apenas identificar os elementos quimicos de forma individual,
a confirmacdao da existéncia de 6xido de zinco foi feita com recurso a difragdo de raios X. Através desta

Ultima, confirmou-se a sua presenca, através dos picos carateristicos observados no difratograma.
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4.1.3 Difragdo de raios X

A difracdo de raios X foi utilizada no presente trabalho para a caraterizagdo dos filtros
impregnados com nanoparticulas e foi crucial para a determinacdo da presenca de 6xido de zinco.
Apesar de se ter confirmado a existéncia de nanoparticulas a superficie dos filtros de café, de zinco e
oxigénio na mesma amostra, as técnicas anteriormente referidas ndo permitiram identificar o 6xido de
zinco. Pela difracdo de raios X, a confirmacdo pdde ser feita, através dos picos carateristicos do

composto, como se pode observar na Figura 12.

T T T T T T
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Figura 12 Difratograma de raios X do filtro impregando com nanoparticulas de 6xido de zinco. As
linhas verticais correspondem a estrutura wurzite de ZnO de acordo com a ficha ICDD 00-036-
1451.

Pela analise do difratograma, é possivel confirmar a presenca de 6xido de zinco na amostra.
Observam-se picos intensos e bem definidos que correspondem a celulose, o substrato da
impregnacgdo das nanoparticulas. As linhas verticais a preto referem-se aos picos previstos para o 6xido
de zinco, sendo que na amostra em estudo alguns picos ndo puderam ser observados, devido a baixa
intensidade. E de salientar que a intensidade dos picos é proporcional & concentra¢io dos compostos
na amostra. No entanto, é possivel observar os picos nos angulos 26 de 31,77°; 34,42°; 36,25°; 47,53°;
56,60° e 62,86° correspondentes aos planos (100), (002), (101), (102), (110) e (103) respetivamente,
de acordo com a ficha de referéncia da wurtzite hexagonal do 6xido de zinco, com o cédigo 00-036-
1451. Relativamente aos trés primeiros picos, sdo 0os mais intensos e bem definidos do conjunto; ainda
assim, a otimizacgé&o do protocolo utilizado para a impregnacédo das nanoparticulas podera resultar numa
maior concentracdo de nanoparticulas de éxido de zinco e, consequemente, em picos mais definidos e

de maior intensidade.
Pela equacéo de Scherrer,

D= KA
" Bcosh
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em que K= 0,9, 1=0,15418A, o angulo utilizado foi 26 = 34,42° (correspondente ao pico de
maior intensidade), calculou-se o tamanho da cristalite, tendo-se obtido o valor de 15,29 nm, que n&o
€ consistente com o valor esperado. Segundo Jaber-Ladnab, as nanoparticulas sintetizadas a
temperaturas proximas dos 20°C apresentam um tamanho médio de cristalite de 28 nm.[55] Varios
fatores poderéo estar na origem da diferenca de valores. Uma delas é o fato de os picos do difratograma
serem de baixa intensidade e pouco definidos. Por outro lado, o tamanho da cristalite € uma medida de
dominios difratados coerentemente e é igual ao do grdo se este for uma cristalite perfeita. A difracéo
de raios X fornece informacé@o do tamanho da cristalite presente no grdo, enquanto a microscopia
eletrénica de varrimento fornece informacdo sobre o tamanho da particula.[80][81] Tendo em
consideragédo o fato de um grdo conter varias cristalites, o resultado obtido pela equacéo de Scherrer

ndo é necessariamente coincidente com a dimens&o das nanoparticulas.
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4.2  Filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de prata

A Figura 13 representa o resultado da impregnacéo do filtro de café com nanoparticulas de prata.

Observa-se a alteracéo de cor do filtro, passando a uma tonalidade acastanhada.

Figura 13 Filtro de celulose impregnado com nanoparticulas de prata (Ag NPs).

4.2.1 Microscopia eletronica de varrimento

A Figura 14 representa os resultados obtidas por microscopia eletrénica de varrimento dos filtros

de café impregnados com nanoparticulas de prata.

Figura 14 Imagens SEM dos filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de prata. A

esquerda, as nanoparticulas; a direita, aglomerados das nanoparticulas de prata.

Observa-se a eficiéncia do procedimento de impregnagcdo de nanoparticulas de prata. A
distribuicao € homogénea. A imagem a esquerda permite visualizar a distribuicdo das mesmas no filtros
e adadireita, o resultado da aglomeragédo das nanoparticulas, formando estruturas que se assemelham
a blocos retangulares. Estas nanoparticulas apresentam dimens@es variaveis, entre os 30 nm e os 60
nm de didmetro. Os aglomerados, por sua vez, apresentam o formato retangular e as dimensdes estéao

na ordem dos micrémetros, com uma area média de, aproxidamente, 2,3 um2. De acordo com o estudo
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realizado por Rai e Gade[30], as particulas com dimens&o inferior a 10 nm sao mais efetivas enquanto
agentes antimicrobianos. No entanto, tal ndo invalida a possibilidade de se obter resultados favoraveis
com a utilizacdo de nanoparticulas com dimensées acima dos 10 nm. E, segundo com Li-Lenhart[25],
a agregacao deve ser evitada. Segundo estes autores, a nanoparticulas dispersas sao mais efetivas
enquanto antimicrobianos, havendo nestes casos maior libertacdo de ides e tempo de contato efetivo
com os microrganismos. No entanto, a sintese utilizada ndo permitiu o controlo da dimenséo e
dispersdo das nanoparticulas. As condi¢cdes da sintese favoreceram o aparecimento de particulas de
maiores dimensfes, pois as temperaturas elevadas promovem a agregagdo das nanoparticulas

metdlicas.[57]

4.2.1 Espetroscopia dispersiva de raios X

A técnica de espetroscopia dispersiva de raios X permitiu a analise elementar da amostra de filtro

de café impregnado com nanoparticulas de prata, apresentada na Figural5.
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Figura 15 Andlise por espetroscopia dispersiva de raios X do filtro de café impregnado
com Ag NPs.

Pela andlise por espetroscopia dispersiva de raios X, foi possivel confirmar a presenca de prata
(com um pico a E= 2,98 keV), proveniente das nanoparticulas de prata impregnadas no substrato de
celulose. Observam-se os picos de carbono (E= 0,28 keV) e de oxigénio (E= 0,53 keV), constituintes

da celulose.

Tendo em conta que a intensidade dos picos é proporcional a concentragcao dos elementos na
amostra e comparando os resultados obtidos por EDS da prata e os do 6xido de zinco, é possivel
explicar a diferenca de intensidade dos picos de oxigénio observados: no caso do 6xido de zinco, o
oxigénio é proveniente tanto do substrato de celulose como das nanoparticulas, neste caso, €

proveniente exclusivamente do substrato.
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4.2.2 Difragdo de raios X

Na Figura 16 encontra-se a representacéo da difracdo de raios X dos filtros de café impregnados
com nanoparticulas de prata.

Filtro de café com AghPs]
Filtro de café

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (graus)

Figura 16 Difratograma do filtro impregando com Ag NPs. As linhas verticais correspondem a
estrutura cubica da prata de acordo com a ficha ICDD 00-004-0783.

Através da difracdo de raios-x, é possivel observar a presenca dos picos carateristicos do
substrato de celulose, intensos e bem definidos, nos dngulos 20 15,5° e 23,49° . Relativamente & prata,
seria expetavel a obtengdo de picos nos angulos 20 38,12°; 44,30°; 64,45° e 77,40°, assinalados no
difratograma com riscas verticais a preto, referentes aos planos (111), (002), (022) e (113)
respetivamente, de acordo com a ficha cristalografica de referéncia da prata cubica de codigo 00-004-
0783. No entanto, ndo se verificam os sinais correspondentes a prata. Tal fato deve-se a resolugao
insuficiente do equipamento, ndo sendo possivel visualizar os picos da prata. A presenca de prata foi,
neste caso, confirmada pela andlise por EDS.

A cristalinidade das mesmas €, igualmente, uma questdo a ter em conta; tratando-se de
estruturas policristalinas, a orientacdo das nanoparticulas no plano de difracdo € muito variavel, o que
leva a que o sinal apresente uma intensidade inferior a apresentada por particulas monocristalinas.

Na impossibilidade de observacéo dos picos correspondentes a prata, ndo é possivel determinar

a dimenséo das nanoparticulas pela formula de Debye—Scherer.

Reunida a informacao obtida pelas trés técnicas, confirma-se a presenca de nanoparticulas (por
SEM) de prata (por EDS) e de 6xido de zinco (por DRX).
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4.3 Filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco
(Ag+ZnO)

A Figura 17 representa o resultado da impregnacao do filtro de café com nanoparticulas de prata
e de Oxido de zinco. O filtro apresenta uma cor acastanhada, semelhante a observada apés a sintese

de nanoparticulas de prata.

Figura 17 Filtro de celulose impregnado com nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco
(Ag+ZnO).

4.3.1 Microscopia eletronica de varrimento

Os filtros impregnados com nanoparticulas de prata e, posteriormente, com nanoparticulas de
Oxido de zinco foram analisados morfologicamente, por microscopia eletrénica de varrimento, cujas

imagens sdo apresentadas na Figura 18.

Figura 18 Imagens SEM dos filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de prata e de

oxido de zinco — dupla impregnacéo designada por Ag+ZnO.

Observa-se uma cobertura completa da superficie do filtro de celulose com nanoparticulas, que
apresentam uma estrutura em flor, semelhante a observada na impregnacao com nanoparticulas de
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oxido de zinco. A cobertura, neste caso, € muito mais completa do que no filtro com nanoparticulas de
oxido de zinco. Tendo em conta que a impregnacao destas foi feita apds a das de prata e observando
o formato das nanoparticulas, conclui-se que a concentracdo de ZnO NPs é muito superior a das Ag

NPs, fato que pode ser confirmado pelas técnicas de caraterizacao nos pontos seguintes.

A cobertura completa, ou seja, a proximidade das nanoparticulas, e o facto de se tratar de
nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco, impede que se possa obter informacédo sobre a sua
dimensao através da imagem SEM. No entanto, tratando-se em ambos os casos do mesmo processo
utilizado nos filtros com um Unico tipo de nanoparticulas, como descrito em 2.1.1 e 2.1.2, ndo se prevé

gue haja alteracdo no tamanho médio das mesmas.

4.3.2 Espetroscopia dispersiva de raios-X

A Figura 19 representa a andlise dos filtros duplamente impregnados, primeiro com
nanoparticulas de prata seguidas das de Oxido de zinco, permitindo confirmar a presenga dos

elementos quimicos que compdem a amostras .

Na

g

(=]
(=]
(=)

W
[TIT TP T T[T T[T I I T T [ ITTTTTTT]
0 5 10 15 keV

L=

Figura 19 Andlise por espetroscopia dispersiva de raios X do filtro de café impregnado

nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco (Ag+ZnO).

Pela andlise por espetroscopia dispersiva de raios X da amostra do filtro de celulose duplamente
impregnado, com nanoparticulas de prata seguidas de nanoparticulas de 6xido de zinco, verificou-se a
presenca dos picos de carbono (E= 0,28 keV), oxigénio (E= 0,53 keV), zinco (E= 1,01 e E= 8,63 keV),
sédio sobreponente ao zinco (E= 1,04 keV) e prata (E= 2,98 keV). A intensidade do pico do carbono,
claramente inferior quando comparado com os resultados dos filtros impregnados com apenas um dos
tipos de nanoparticulas, é explicada pela cobertura quase completa da superficie do filtro, como
discutido em 4.3.1. Os picos de oxigénio e de zinco sdo mais intensos do que nos filtros impregandos

com nanoparticulas de o6xido de zinco, o que indica este procedimento resulta numa melhor
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impregnacédo de nanoparticulas de 6xido de zinco. A prata, por sua vez, apresenta um pico de menor

intensidade, indicando uma concentragdo baixa destas nanoparticulas.

4.3.3 Difracéo de raios-X

A Figura 20 corresponde ao difratograma de uma amostra dos filtros impregnados com

nanoparticulas de prata e de éxido de zinco, pela ordem de mencéo.
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Figura 20 Difratograma de raios X do filtro impregando com Ag NPs e ZnO NPs. As linhas
verticais a preto correspondem a estrutura wurtzite do éxido de zinco de acordo com a ficha
ICDD 00-036-1451 e as linhas a vermelho, a estrutura cubica da prata, segundo a ficha ICDD
00-004-0783.

O difratograma permite observar os picos da celulose, para 26 15,5° e 23,49°, sendo esta o
substrato em que foram impregnadas primeiramente as nanoparticulas de prata e, posteriormente, as
de Oxido de zinco. Confirma-se a presenca de 6xido de zinco, apresentando 0s picos mais intensos e
bem definidos quando comparados com os demais filtros em que se procedeu a impregnacao destas
nanoparticulas. Além dos picos nos angulos 26 de 31,77°, 34,42°, 36,25°, 47,53° 56,60° e 62,86°
correspondentes aos planos (100), (002), (101), (110), (102) e (103) ja observados, é possivel
visualizar, ainda que com menor intensidade, 0s picos a 206 67,96°, plano (112) e 69,1°, plano (201), de

acordo com a ficha de referéncia com o cddigo 00-036-1451.

No que concerne a prata, 0s angulos para 0s quais se esperaria obter picos (segundo a ficha de
referéncia da prata culbica), no difratograma assinalados a vermelho, ndo forneceram sinais
observaveis (a semelhanca do ponto 4.2.2). A presenca de nanopatrticulas de prata, neste caso, foi

confirmada por Espetroscopia Dispersiva de Raios-X.

O tamanho da cristalite foi calculado pela equacdo de Scherrer, tendo-se mais uma vez obtido
um valor muito abaixo do esperado, tendo em conta a literatura. Neste caso, além do que foi discutido
em 4.1.3, coloca-se a situacdo de sobreposicdo de sinais relativamente a celulose, como pode ser

observado no difratograma.
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4.4 Filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata
(ZnO+AQ)

A figura 21 representa o resultado da impregnacé&o do filtro de café com nanoparticulas de 6xido

de zinco. A cor observada resulta da impregna¢éo das nanoparticulas de prata.

Figura 21 Filtro de celulose impregnado com nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata
(ZnO+AQ).

4.4.1 Microscopia eletronica de varrimento

Por microscopia eletrénica de varrimento, cujas imagens sdo apresentadas na Figura 22, foi
possivel analisar morfologicamente e avaliar a qualidade da impegnacéo dupla, de nanoparticulas de

oxido de zinco e, de seguida, de nanoparticulas de prata (ZnO+Ag).

Figura 22 Imagens SEM dos filtros de celulose impregnados com ZnONPs e AgNPs — dupla

impregnacao designada por ZnO+Ag.
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Oberva-se pouca cobertura das fibras de celulose. A distribuicdo das nanoparticulas nao é
homogénea, observando-se alguns aglomerados em determinadas zonas do papel e outras,
completamente despidas. A eficiéncia do procedimento de impregnacédo de nanoparticulas de 6xido
de zinco seguida de nanoparticulas de prata é baixa, o que se deve ao fato de a sintese de
nanoparticulas de prata requerer temperatura e agitacao elevadas (banho de 6leo a 100 °C e agitacéo
de 1100 rpm).

E de salientar que a sintese das ZnO NPs ¢ feita & temperatura ambiente, a 450 rpm. As
nanoparticulas de 6xido de zinco previamente impregnadas terdo impedido o acesso das
nanoparticulas de prata ao filtro e, simultaneamente, as condi¢cdes anteriormente referidas terdo feito
com que as primeriras se soltassem do filtro. A perda de 6xido de zinco pdde ser avaliada por
espetroscopia de absorcdo atémica de chama, através da quantificacdo de Zn?* na solucédo de sintese

e aguas de lavagem do segundo processo de sintese (de Ag NPs).

4.4.2 Espetroscopia dispersiva de raios-X

Na Figura 23 é apresentado o resultado da analise dos filtros com dupla impregnacédo, ZnO+Ag.
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[TTTT T T[T T TP T T[T T T I T[T TITTITTIT]
0 5 10 15 keV

Figura 23 Andlise por espetroscopia dispersiva de raios X do filtro de café impregnado com
nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata (ZnO+Ag). As linhas verticais a preto correspondem
a estrutura wurtzite do 6xido de zinco de acordo com a ficha ICDD 00-036-1451 e as linhas a
vermelho, a estrutura cubica da prata de acordo com a ficha ICDD 00-004-0783.

Pela andlise por EDS, foi possivel confirmar que o processo de impregnagéao foi pouco eficaz.
Apesar de se observar a presenca de prata (E= 2,93 keV), zinco (E= 1,01 e E= 8,64 keV), oxigénio (E=
0,52 keV) e carbono (E= 0,28 keV), a excec¢do do ultimo, os picos sdo de baixa intensidade,
proporcionais a concentragdo dos elementos na amostra. O carbono € o Unico elemento a apresentar
um pico de elevada intensidade, devendo-se a ma cobertura do substrato de celulose. Estes dados vao

de encontro ao observado nas imagens SEM.
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4.4.3 Difracdo de raios-X

A caraterizacao estrutural dos filtros impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco e de
prata (ZnO+Ag), por difracéo de raios X, encontra-se representada na Figura 24.
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Figura 24 Difratograma do filtro impregando com nanoparticulas de 6xido de zinco seguidas de
nanoparticulas de prata (ZnO+Ag). As linhas verticais a preto correspondem a estrutura wurtzite
do 6xido de zinco de acordo com a ficha ICDD 00-036-1451 e as linhas a vermelho, a estrutura
cubica da prata de acordo com a ficha ICDD 00-004-0783.

O difratograma acima permite a observacao dos picos carateristicos do substrato (celulose), bem
como picos do oxido de zinco, assinalados com linhas verticais a preto, de acordo com a ficha de
referéncia do 6xido de zinco (cédigo 00-036-1451), sob a forma de wurtzite hexagonal. A vermelho,
estdo assinalados os angulos para os quais prever-se-iam 0s picos da prata, segundo a ficha de
referéncia da prata cubica. No entanto, ndo foi possivel distinguir tais picos, pelos motivos referidos em
4.2.2.

A semelhanca do filtro impregnado com nanoparticulas de éxido de zinco (exclusivamente), os
picos detetados sdo 20 de 31,77°; 34,42°, 36,25°, 47,53°, 56,60° e 62,86°, referentes aos planos (100),
(002), (101), (102), (110) e (103), respetivamente.

Feita a caraterizacdo dos filtros ZnO+Ag, optou-se por ndo prosseguir com 0s ensaios de

filtracdo, por ndo haver no filtro uma concentracdo de nanoparticulas que justificasse o procedimento.
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4.5 Espetroscopia de absor¢ao atdbmica de chama

A espetroscopia de absorgdo atomica de chamada foi realizada no Departamento de Ciéncias e
Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, visando quantificar o
teor dos metais constituintes das nanoparticulas utilizadas no presente trabalho, nos filtros
impregnados com as mesmas bem como nas respectivas solu¢des de sintese das nanoparticulas e

nas aguas de lavagem dos filtros.

Apb6s cada impregnacéo, reservou-se a solucéo de sintese e aguas de lavagem. Portanto, nos
casos de dupla impregnacao, reservaram-se as solucdes de sintese tanto de nanoparticulas de 6xido
de zinco como de prata e respetivas solu¢des de lavagem. Nestes casos, além do filtro duplamente
impregnado, analisaram-se quatro amostras, sendo duas de sintese e duas de lavagem. Além da
quantificacdo dos metais formados no processo de sintese e das perdas provocadas pela lavagem do
filtro, foi possivel avaliar a perda de nanoparticulas previamente impregnadas na segunda sintese e
lavagem e, consequentemente, a eficiéncia do procedimento de dupla impregnacao.

Para a quantificacdo das nanoparticulas de 6xido de zinco e de prata, foram preparados os
padrées da prata e do zinco e procedeu-se a leitura das concentragdes dos ides Zn?* e Ag*. Os
resultados apresentados referem-se as solugdes acidificadas, preparadas com o objetivo de prevenir a

precipitagdo dos metais em solucao, tendo apresentado resultados mais consistentes.

45.1 Quantificacdo de Zn?* e de Ag* nos filtros impregnados com nanoparticulas de
Oxido de zinco e de prata
A analise quantitativa de prata e zinco, sob a forma iénica, é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 Concentracdo de Zn?* e de Ag* nos filtros impregnados com nanoparticulas de 6xido
de zinco e de prata: ZnO, Ag, Ag+ZnO e ZnO+Ag.

[zn*] (g/kg) [Ag'] (g/kg)
Filtro
Média Erro Média Erro
Zn0 26 6,0 0,0 0,0
Ag 0,029 0,015 13 1,9
Ag+Zn0O 40 12 2,1 1,9
ZnO+Ag 15 8,0 3,6 1,5

Pela anélise do teor de zinco nos filtros impregnados com ZnO NPs, Ag NPs, ZnO+Ag NPs e
Ag+ZnO NPs, conclui-se que a concentracdo mais elevada de zinco, que compde o 6xido de zinco que
se pretendeu estudar, encontra-se nos filtros com os dois tipos de nanopatrticulas, tendo-se impregnado

Ag NPs e posteriormente ZnO NPs (40g/kg). O fato de ter sido feita uma impregnacao de nanoparticulas
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anterior a do 6xido de zinco tera causado alteracdes na estrutura fibrosa do papel, tendo em conta as
condicbes da primeira sintese (agitagcdo e temperatura elevadas). Tais condi¢cdes terdo provocado o
alargamento dos poros[82] fazendo com que o papel ficasse mais suscetivel a segunda impregacao,

isto &, incorporasse mais nanoparticulas comparativamente a um filtro sem tratamento prévio.

Os filtros impregnados exclusivamente com ZnO NPs apresentam o segundo melhor resultado
em termos de eficiéncia da impregnacdo de ZnO NPs (26g/kg), seguidos dos filtros com dupla
impregnacédo, de ZnO NPs seguida de Ag NPs (15 g/kg). Tendo em conta se ter procedido a sintese
de Ag NPs apos a sintese de ZnO NPs que, como anteriormente referido, exige elevadas temperaturas,
terd havido lixiviagdo de ZnO NPs com a segunda sintese, razao pela qual se observa um valor baixo
quando comparado com os filtros que s6 foram impregnados com ZnO NPs. Portanto, a dupla
impregnacdo podera causar a perda de parte das nanoparticulas previamente impregnadas. A
avaliacdo da perda de nanoparticulas foi feita pela quantificagdo de Zn?* das solugdes de sintese e
aguas de lavagem de Ag NPs. No que diz respeito aos filtros s6 com Ag NPs, a concentracéo de zinco
€ residual (29 mg/kg), com um erro padrdo elevado (15 mg/kg). A presenca deste metal deve-se a

contaminagdo das amostras.

Contrariamente ao observado na andlise do teor de zinco, a impregnagéo das Ag NPs é mais
eficaz nos filtros que possuem apenas esse tipo de nanoparticulas (13g/kg), seguidos dos filtros com
dupla impregnacéo, em que se sintetizaram primeiro as ZnO NPs e de seguida as Ag NPs (3,6 g/kg).
Pelas imagens SEM, verificou-se que os filtros impregnados com ZnO NPs apresentam uma boa
cobertura, o que tera impedido que as Ag NPs tivessem acesso a superficie do filtro. Por outro lado, a
elevada temperatura da sintese das nanoparticulas de prata terd causado uma gradual lixiviagédo das
ZnO NPs. Como consequéncia, a impregnacdo nédo foi suficientemente eficaz para nhenhum dos tipos
de nanoparticulas, fato confirmado pelas imagens SEM dos filtros ZnO+Ag. Relativamente aos filtros
Ag+Zn0, verificou-se a perda de Ag NPs no processo sintese de ZnO NPs, que requer agitacdo

constante durante uma hora. Como esperado, as filtros com ZnO NPs apenas, ndo continham prata.
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4.5.2 Quantificacdo de Zn?* nas solucdes de sintese e dguas de lavagem

A tabela abaixo apresenta os valores obtidos para as concentragGes de Zn?* nas solucdes de
sintese das ZnO NPs e Ag NPs. O erro apresentado refere-se ao erro padrao das medicoes, feitas em
triplicado.

Tabela 2 Concentracdo de Zn?* nas solugdes de sintese das nanoparticulas e aguas de lavagem
dos filtros impregnados e erro padrao associado as medicdes. Nos casos de dupla impregnacéo,
a designacao foi atribuida da seguinte forma: antes dos parénteses, a sintese cujo teor de metais
foi quantificado e, entre parénteses, o filtro preparado.

[zn*'] (mg/L)

NPs Solugdo de Sintese | Aguas de Lavagem
impregnadas Média Erro Média Erro

Zn0 1673 21,72 58,13 11,00

Ag 0,039 0,039 0,067 0,055
Ag(Ag+Zn0) 0,494 0,152 0,117 0,003

ZnO(Ag+Zn0) 2883 1231 | 457,0 341,0

ZnO(ZnO+Ag) 3532 2442 | 159,0 32,00

Ag(ZnO+Ag) 20,23 5,202 27,00 20,00

Observa-se que uma elevada disperséo de resultados, mesmo em sinteses semelhantes, como
€ o0 caso da sintese de ZnO NPs, na impregnhacdo com apenas este tipo de nanoparticulas, quando
comparada com a sintese de ZnO NPs, sendo esta a primeira na dupla impregnacdo ZnO+Ag —
designada por ZnO(ZnO+Ag). Tal indica que esta sintese pode apresentar resultados bastante
dispares, por ndo se ter um controlo no que diz respeito ao nimero de nanoparticulas que,
efetivamente, fica impregnado no filtro. Neste caso, a quantificagédo de Zn?*, proveniente das ZnO NPs,
forneceu os valores médios de 1673 mg/L e 3532 mg/L nas solu¢gBes de sintese e de 58,13 mg/L e
159,0 mg/L nas aguas de lavagem de ZnO e ZnO(ZnO+Ag), respetivamente, o que corresponde a uma
disperséo de 47% nos resultados da sintese e 36% nas aguas de lavagem. Por outro lado, observou-
se que nos filtros de ZnO a impregnacao foi mais eficiente, tendo apresentado o valor de 26 g/kg, contra
os 15 g/kg dos filtros de ZnO+Ag, de acordo com a Tabela 1. Ha que ter em conta, no entanto, que a
caraterizacao do filtro foi feita ap0s as duas sinteses, pelo que as condi¢des da segunda sintese, neste
caso de Ag NPs, terdo influenciado os resultados obtidos no filtro. As perdas de nanoparticulas nas
aguas de lavagem apresentaram, frequentemente, valores muito elevados de erro padrdo, o que vem

reafirmar a baixa precisédo do procedimento.
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Em todos os casos, foram utilizados triplicados das amostras e, frequentemente, observou-se

uma dispersédo consideravel dos resultados.

Ainda sobre os filtros ZnO+Ag, relativamente a sintese de Ag NPs, verifica-se que ha uma certa
quantidade de ZnO NPs que se solta do filtro, passando para a solucédo de sintese de Ag NPs, bem
como para a agua de lavagem (20,23 mg/L e 27 mg/L, respetivamente). Como anteriormente referido,
as condicdes da sintese de Ag NPs utilizada, isto €, temperatura e agitacdo elevadas, foram propicias
a que as ZnO NPs se soltassem do filtro e passassem, como se pode verificar, para a solu¢éo de
sintese de Ag NPs, ou se soltassem durante a lavagem com agua destilada. No entanto, observou-se
um valor superior de ZnO NPs que se soltaram nas aguas de lavagem relativamente as que passaram
para a solucao de sintese. Também existira a hipétese de as nanoparticulas ndo se terem solto
completamente do filtro durante a sintese, o que sé tera sucedido durante a lavagem com agua
destilada. Por outro lado, o erro padrédo de 20 mg/L, num valor médio de 27 mg/L evidencia a elevada

imprecisédo do procedimento.

No que concerne a dupla impregnacdo Ag+ZnO, em que foi feita a sintese de Ag NPs e
posteriormente a de ZnO NPs, pela analise do Zn?* na solugdo de sintese e na dgua de lavagem de Ag
NPs, encontrou-se uma quantidade residual deste ido, de 0,494 mg/L e 0,117 mg/L respetivamente, o
que estard associado a contamina¢@es da amostra. Sabe-se que € comum ao nivel laboratorial serem

encontradas quantidades residuais de zinco, devido a contaminagdes.

Relativamente a impregnacédo de ZnO NPs, de eficiéncia comprovada, apresentou o valor de
2883,06 mg/L na solugdo de sintese. Trata-se de um valor elevado, mas abaixo dos 3532 mg/L obtidos
na sintese de ZnONPs em ZnO+Ag. Verifica-se que ha mais nanoparticulas que se soltam do filtro
durante a lavagem; neste caso 457 mg/L, com o elevado erro padrdo de 341, contra 159 mg/L, com o
erro de 32 mg/L, em ZnO+Ag. Os valores obtidos nas aguas de lavagem, também neste caso, estardo
associados ao fato de as nanoparticulas ndo se soltarem completamente do filtro durante o processo
de sintese, permanecendo presas as outras nanoparticulas sintetizadas ou as fibras do papel, soltando-

se depois, com a passagem da agua.

Analisou-se também a presenca de Zn?* na solucéo de sintese e na agua de lavagem da sintese
de Ag NPs, tratando-se neste caso de impregnacdo Unica. Observou-se, a semelhanca da
Ag(Ag+Zn0O), um teor de zinco residual, neste caso de 0,039 mg/L na sintese e de 0,067mg/L na
lavagem. E pertinente comparar os dois casos tendo em conta que, no segundo, se trata da primeira
sintese de uma dupla impregnacéo, ou seja, uma sintese de Ag NPs anterior a impregnacéo de ZnO
NPs. A quantidade residual de zinco foi obtida em ambos os casos, proveniente de contaminacdo das

amostras, como anteriormente referido.

Com base na estequiometria da reacéo de sintese de nanoparticulas (Equacgdes 1 a 3), calculou-
se 0 a quantidade total esperada de zinco, tendo-se estabelecido uma comparacdo com os valores
obtidos experimentalmente. O total experimental consistiu na soma de todas as quantificacdes feitas
para cada filtro: filtros, solu¢des de sintese e aguas de lavagem. A massa total esperada era de 523
mg, no entanto, os valores obtidos experimentalmente foram muito inferiores. Em ZnO, obteve-se a

massa total de 207 mg, em Zn+OAg, 440 mg, e em Ag+ZNO, 383 mg. Para Ag, ndo foram feitos os
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célculos, visto que que o zinco detetado era proveniente de contaminacédo da amostra. Além de muito
abaixo do expetavel, verifica-se uma grande dispersédo dos resultados. Tendo em conta terem sido
usados os resultados das solucbes acidificadas, ndo se coloca a possibilidade de ter havido
precipitacdo do metal na solu¢cdo medida. No entanto, as sinteses foram feitas varios dias antes de se
proceder as medi¢cdes. Se, por um lado, as solucbes preparadas para a execucdo da técnica nao
precipitaram, por outro, existe uma grande probabilidade de as nanoparticulas se terem depositado nos
frascos em que foram conservados desde a sintese até a analise, apesar da agitacdo vigorosa. A

medicao de solugdes preparadas de fresco seria aconselhavel.

Os resultados apresentados demonstram pouca precisdo, indicando que o procedimento requer

otimizacao.
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4.5.3 Quantificacdo de Ag* nas solucdes de sintese e &guas de lavagem

Na Tabela 3 apresentam-se as concentracdes obtidas de Ag* nas solucbes de sintese das ZnO

NPs e Ag NPs e o erro padrao associado as medidas das amostras.

Tabela 3 Concentracdo de Ag* nas solu¢Bes de sintese das nanoparticulas e aguas de lavagem
dos filtros impregnados, e respetivo erro padrdo. Nas duplas impregnagfes, antes dos
parénteses esta designada a sintese cujo teor de metais foi quantificado e, entre parénteses, o
filtro preparado.

[Ag'] (mg/L)

NPs Solugdo de Sintese Aguas de Lavagem
impregnadas Média Erro Média Erro

ZnO 0,000 0,000 0,000 0,000

Ag 240,5 15,47 28,26 19,76
Ag(Ag+Zn0) 537,4 53,76 9,071 3,190
ZnO(Ag+ZnO0) 3,616 2,427 0,140 0,061
ZnO(ZnO+Ag) 0,027 0,027 0,000 0,000
Ag(ZnO+Ag) 467,1 125,0 36,82 19,60

Pela analise da solugéo de sintese e dguas de lavagem dos filtros impregnados com ZnO NPs,
comprovou-se a auséncia da prata, como esperado, por se tratar da Unica impregnacgédo efetuada. O
mesmo se observou na sintese e lavagem de ZnO NPs em ZnO+Ag, designada por ZnO(ZnO+Ag),
tratando-se de uma sintese similar a anteriormente referida. Neste caso, a primeira impregnacéo

realizada foi de ZnO NPs, pelo que ndo seria expetavel obter resultados positivos para a prata.

Relativamente a sintese de AgNPs, neste mesmo tipo de filtros, observou-se um teor
consideravel de Ag* (467,1 mg/L). No conjunto de todas as sinteses de Ag NPs (em Ag, Ag+ZnO e
ZnO+Ag), apresentou um valor intermédio, sendo mais elevado o obtido na sintese de Ag NPs em
Ag+ZnO - representada por Ag(AgZnO) - com a concentracdo de 537,4 mg/L, e 0 mais baixo em Ag,
com 240,5 mg/L. Trata-se, mais uma vez, de resultados pouco coerentes, tendo em conta tratar-se de

sinteses semelhantes.

Olhando para os resultados da quantificacdo dos iGes Zn?* e Ag* nos filtros, o ZnO+Ag
apresentou, igualmente, o resultado intermédio. Relativamente a Ag+Zn0O, a impregna¢do demonstrou-
se menos eficiente (2,1 mg/kg), apesar de se ter observado a maior concentragcao de Ag* na sintese,
contrariamente a Ag, com a melhor concentragao no filtro (13 mg/kg) e menor na solugdo de sintese.

Estabelece-se, assim, a relagdo inversa entre as concentragdes de nanoparticulas impregnadas e de
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nanoparticulas que sdo sintetizadas, sem serem incorporadas no papel. Isto é, uma elevada
concentracdo de nanoparticulas remanescente na solugéo de sintese indica uma menor qualidade de
impregnacéo. Observou-se também a perda de Ag NPs na processo de impregnacao de ZnO NPs. Nas

aguas de sintese destas Ultimas, obteve-se o valor de 3,616 mg/L de Ag*.

Analisando a perda de nanoparticulas causada pela lavagem, a mais significativa foi observada
na sintese de Ag NPs em ZnO+Ag (36,82 mg/L), seguida das mesmas sinteses em Ag (28,26 mg/L) e
Ag+ZnO (9,071 mg/L) e, por Ultimo, a sintese de ZNONPs em Ag+ZnO (0,140 mg/L). N&o se observou
uma relacdo direta entre as perdas na lavagem e a concentracdo de Ag NPs nos filtros ou a
concentracao na solucédo de sintese. Em todos os resultados acima referidos, o erro associado foi muito
elevado indicando, a semelhanca do que foi observado nos resultados obtidos em 4.5.2, que o

procedimento é pouco preciso.

A semelhanca do que foi feito em relacdo a massa de Zn2* total, procedeu-se ao célculo da
massa de Ag* total por estequiometria da reacéo (Equacédo 7) que, experimentalmente, consistiu na
soma de todas as quantificacdes, dos filtros e respetivas solu¢des de sintese e aguas de lavagem. Dos
160 mg esperados esperados, obtiveram-se apenas 16 mg em Ag, e 30 mg tanto em ZnO+Ag como
em Ag+ZnO. Nas solucdes e aguas de lavagem que continham prata, observou-se uma elevada
deposicdo nos frascos em que foram conservadas ap0s a sintese. Agitou-se vigorosamente, mas a
agitacao nao tera sido suficiente para ressuspender toda a massa de prata depositada. A partir dessas
solucdes, foram preparadas as diluicbes e solucdes acidificadas utilizadas para as medi¢ées. Em

solugbes preparadas de fresco, a discrepancia de valores devera ser inferior.
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4.6 Ensaios de filtracdo e testes microbioldgicos

Os ensaios de filtragao e testes microbiolégicos foram realizados nos Servigcos Municipalizados
de Agua e Saneamento de Almada. Os ensaios consistiram na filtragdo do volume de 100mL de
peptona salina contaminada com E.coli, utilizando pilhas de trés e de cinco filtros, alternando filtros
virgens (que ocuparam sempre as posi¢cdes mais externas) com o(s) filtro(s) impregnado(s). As pilhas
de trés filtros consistiram num filtro impregnado entre dois filtros virgens e as de cinco, em trés filtros

virgens alternados com dois filtros impregnados com nanoparticulas.

O procedimento foi aplicado a trés tipos de filtros previamente preparados no Centro de
Investigacdo de Materiais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. E
de recordar que foram testados apenas trés tipos de filtros impregnados com nanoparticulas (ZnO, Ag,
Ag+Zn0). Pelos motivos descritos em 4.4, optou-se por ndo prosseguir 0s ensaios com os filtros de

café com a dupla impregnacdo ZnO+Ag.

4.6.1 Ensaios de filtracao

Os ensaios basearam-se na filtragdo de 100 mL de peptona salina contaminada com E.coli,
tendo-se medido o tempo de passagem, em pilhas de trés e de cinco filtros, como descrito em 2.4. Os

resultados sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Velocidade de filtragdo média e erro padréo das filtragdes pelos trés tipos de filtro

testados, em pilhas de trés e de cinco filtros.

Velocidade (mL/s)

Zn0 Ag Ag+Zn0O
Pilha
Média Erro Média Erro Média Erro
3 filtros 0,6 0,06 0,5 0,04 0,3 0,05
5 filtros 0,4 0,02 0,4 0,07 0,2 0,04

Observa-se, como esperado, que as velocidades de filtracdo foram inferiores quando se
aumentou o nimero de filtros. Com o aumento do nimero de filtros, aumenta a densidade de fibras
pela qual a solugcéo de peptona salina contaminada com E.coli teve de passar. O papel € um material
poroso mas a sobreposicdo de camadas fez com que os poros ndo fossem necessariamente

coincidentes, o que igualmente tera retardado a passagem da solugao acima referida.

No caso das pilhas de cinco filtros, é de salientar que foram adicionados dois filtros & pilha, tendo
um deles passado pelo processo de impregnacdo de nanoparticulas, o que podera ter causado a

colmatacéo parcial dos poros do filtro em causa.
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Olhando para os trés tipos de filtros, a filtrac&o foi aproxidamente 29 % mais lenta nas pilhas de

cinco filtros.

Comparando os trés grupos de filtros impregnados, verifica-se que a velocidade é inferior nos
filtros com dupla impregnacéo, tanto nas pilhas de trés como nas de cinco filtros (0,3 e 0,2 mL/s,
respetivamente). Neste caso, a cobertura dos filtros € muito superior, de acordo com o observado em
4.3.1, o que tera provocado a colmatacdo dos poros, funcionando como um obstaculo a passagem da
solugéo contaminada e, consequentemente, tornando mais lenta a filtrag&@o. Os filtros impregnados com
nanoparticulas de 6xido de zinco e os com nanoparticulas de prata, por seu turno, apresentaram
resultados mais proximos: 0,6 e 0,5 mL/s nas pilhas de trés filtros, respetivamente; 0,4 mL/s nas pilhas
de cinco filtros. E de salientar que os filtros em causa s&o filtros de café comuns e de baixo custo.
Tendo em conta a sua finalidade, ndo séo rigorosamente controlados em aspetos tais como a dimensao
dos poros que, no presente estudo, provocam dispersao de resultados. Se se tratasse de uma estrutura

controlada a escala micrométrica, o erro associado as medi¢Bes efetuadas seria inferior.

4.6.2 Testes microbioldgicos

Tabela 5 Contagens do crescimento de coldnias de E.coli em meio Lauryl, nos filtros
impregnados com ZnO NPs, Ag NPs e Ag+ZnO NPs, nas estruturas montadas (pilhas) de trés
e cinco filtros e no controlo.

Contagem (UFC)

Zn0 Ag Ag+ZnO Controlo
Pilha
Média Erro Média Erro Média Erro Média Erro
3 filtros 16 0,03 5 2 23 6
24 2
5 filtros 17 0,33 3 3 17 4

Relativamente as contagens, observa-se que nos filtros impregnados com ZnO NPs, o nimero
de colbnias é ligeiramente superior nas pilhas de cinco filtros (17 UFC contra 18UFC nas pilhas de 3
filtros), apesar de a diferenca ser pouco significativa. Espera-se que, tendo poder biocida, este seja
superior com o aumento do nimero de filtros, com consequente aumento do tempo de contato da
solugdo contaminada, acrescendo ainda o fato de se aumentar o nimero de filtros impregnados com
nanoparticulas. O erro associado €, no entanto, 0 mais baixo de todos os tipos de filtros (3 UFC e 0,3

UFC, para pilhas de trés e de cinco filtros, respetivamente).

Olhando para a contagem do controlo, verifica-se que a diferenga é pouco significativa, pelo que
néo se pode afirmar que os filtros de celulose impregnados ZnO NPs sejam eficazes para o tratamento

de 4gua contaminada com E.coli.
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Relativamente aos filtros de celulose impregnados com Ag NPs, pode-se concluir que as Ag NPs
influenciam o aparecimento de colénias de E.coli, sendo mais eficazes nas pilhas de cinco filtros, em
que se observou um crescimento médio de 3 UFC; nas pilhas de trés filtros contabilizou-se o
crescimento médio de 5 UFC. O erro associado as contagens é elevado mas continua a ser possivel
afirmar que as Ag NPs, de fato, tém atividade bactericida ou bacteriostatica em E.coli. Os dois filtros
adicionados a pilha propiciaram um aumento significativo no tempo de contato, enquanto a eficiéncia
da impregnacédo e a duplicagdo do numero de filtros impregnados com Ag NPs fizeram com que
aumentasse o numero de Ag NPs com que as bactérias contataram. A combinacéo destes dois fatores,
0 numero de nanoparticulas e o tempo de contato, estard na origem da eficiéncia do procedimento.
Conclui-se, portanto, que os filtros de celulose impregnados com nanoparticulas de prata podem ser
utilizados no tratamento de dgua contaminada com E.coli. No entanto, néo foi possivel determinar se o
efeito foi bactericida ou bacteriostatico. Estudo adicionais sdo necessarios para determinar os

mecanismos por detras da diminui¢cdo do crescimento das coldnias pela interacdo com as Ag NPs.

Por dltimo, nos filtros com dupla impregnacéo, designados por Ag+ZnO, nao se verifica atividade
biocida. As contagens sdo elevadas, de 23 UFC nas pilhas de 3 filtros e 17 UFC nas de cinco filtros,
com um elevado erro associado (respetivamente, 6 UFC e 4 UFC), indicando baixa reprodutibilidade.
Apesar de a média das contagens das pilhas de cinco filtros ser inferior as das pilhas de trés filtros, o
que vai de encontro ao esperado, o erro padrdo associado contraria a possibilidade de haver um
verdadeiro efeito biocida. Como anteriormente referido, a reprodutibilidade é baixa, isto é, o
procedimento ndo demonstra precisdo, podendo-se obter valores préximos aos observados no
controlo, o que invalida a hip6tese de que os filtros de celulose impregnados com Ag+ZnO NPs possam
ser eficazes no tratamento de agua contaminada com E.coli.
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Capitulo 5

5 Conclusdes e Perspetivas Futuras

O acesso a agua potavel é, em diversas regides do planeta, e particularmente no continente
Africano e no Médio Oriente, muito dificil. A situagdo econémica e, consequentemente, as tecnologias
e infraestruturas para o tratamento da agua, apresentam uma gritante heterogeneidade. Sabe-se que
a Escherichia coli € um dos principais agentes contaminantes da agua de consumo, proveniente de
contaminagéo fecal. S&o varios os projetos desenvolvidos com o objetivo de universalizar o acesso a
agua potavel que, até ao momento, esta longe de ser equitativo. Uma das apostas é no
desenvolvimento de tecnologias domésticas para a purificacdo da dgua, de modo a ser acessivel as

familias.

O presente trabalho surge como uma tentativa de otimizar uma possivel alternativa, a baixo
custo, para o tratamento de agua. Tendo conhecimento do efeito antimicrobiano, nomeadamente em
E.coli, das nanoparticulas metdlicas de 6xido de zinco e de prata, procedeu-se a impregnagao in situ
em filtros de café. O procedimento e as técnicas utilizadas ndo acarretaram custos muito elevados, o

que vai de encontro ao objetivo do estudo.

Além dos filtros impregnados com nanoparticulas de 6xido de zinco e os impregnados com
nanoparticulas de prata, testou-se a dupla impregnacgdo, com as de 6xido de zinco seguidas das de
prata, e pela ordem inversa. Procedeu-se a caraterizagdo do material e foram realizados ensaios de
filtracdo e testes microbioldgicos. As nanoparticulas de 6xido de zinco ndo demonstraram efeito em
E.coli. As nanoparticulas de prata, por sua vez, demonstraram atividade em E.coli, observada pela
diminuicdo nas contagens de colénias apds o periodo de incubacdo, em comparagdo com o controlo.
As pilhas de cinco filtros foram mais eficazes, tendo aumentado o tempo de contato com a solugéo
filtrada bem como o ndmero de nanoparticulas na estrutura de filtragdo. Portanto, os filtros de café
impregnados com nanoparticulas de prata podem ser uma alternativa para o tratamento de agua
contaminada com E.coli. A dupla impregnacédo, com nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco, por
esta ordem, apresentou a maior incorporagédo de 6xido de zinco. O fato de o papel ter sofrido tratamento
prévio (a primeira impregnacdo) té-lo-4 tornado mais suscetivel a segunda impregnacdo, pelo
alargamento dos poros como consequéncia da temperatura elevada da sintese de nanoparticulas de
prata. A dupla impregnacédo pela ordem inversa demonstrou baixa qualidade na impregnacéo, fato
explicado pelas condi¢des de sintese de nanoparticulas de prata mencionadas, que terdo provocado a
lixiviagdo das nanoparticulas de oOxido de zinco anteriormente impregnadas, além da baixa

impregnacédo de 6xido de zinco. Por esta razao, ndo fora utilizados nos ensaios de filtracéo.

Quantificou-se o teor de ides metdlicos (Zn?* e Ag*) nas solucdes de sintese e aguas de lavagem,
tendo-se determinado a quantidade de nanoparticulas formadas no processo de sintese, bem como as
perdas na lavagem e, nas duplas impregnacdes, foi quantificada a perda de nanoparticulas na segunda

impregnacgdo. Os resultados foram, no entanto, pouco precisos. Comparando-os com o valor total de
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nanoparticulas esperado, por estequiometria, verificou-se que o procedimento ndo apresenta exatiddo

e requer, portanto, um trabalho de otimizacgéo.

Futuramente, alguns estudos adicionais poderdo ser levados a cabo, com vista a otimizar o

procedimento e, consequentemente, melhorar os resultados.

No presente trabalho, o efeito antimicrobiano sé foi verificado em nanoparticulas de prata. No
entanto, nao foi possivel determinar se o efeito observado é bactericida ou bacteriostatico, o que podera
ser esclarecido por estudos subsequentes. Poder-se-a testar nanoparticulas de prata sintetizadas por
reducdo com borohidreto de sédio. Esta sintese origina particulas mais pequenas, podendo ser mais

eficientes equanto agentes antimicrobianos.

No que concerne aos ensaios de filtracdo, poder-se-a testar multiplas passagens da solucéo
contaminada utilizando o mesmo filtro, para avaliar a sua reutilizacéo, isto €, determinar o volume
maximo de agua possivel de ser tratado com cada filtro. A qualidade da agua tratada devera ser
avaliada, ndo apenas ao nivel microbiol6gico como também da presenca de metais, que deverdo ser
rigorosamente quantificados. Com isto, poderd ser possivel melhorar a qualidade da agua para
consumo, a um custo acessivel, particularmente em regiées onde o acesso a agua potavel ainda ndo

é uma realidade.
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ANEXOS

ANEXO | Concentracdo de Zn?" nos filtros impregnados com nanoparticulas de 6xido

de zinco e de prata

Filtros Leituras Zn?*
Amostra | Massa (g) | Em solugdo (mg/L) | No filtro (mg) | [Zn] (mg/kg) | Média (g/kg) | Erro padrido
Zn01 0,0835 61,22 3,06 36658
Zn02 0,0857 25,48 1,27 14865 26,047 6,297
Zn03 0,0907 48,28 2,41 26615
Zn+OAgl| 0,0817 22,44 1,12 13733
Zn+0OAg2 | 0,0847 49,42 2,47 29173 14,953 1,364
Zn+0OAg3 | 0,0837 3,266 0,16 1951,0
Ag+ZnO1| 0,0868 84,26 4,21 48537
Ag+Zn02 | 0,0886 26,88 1,34 15169 39,647 12,391
Ag+Zn0O3 | 0,0974 107,6 5,38 55236
Agl 0,0888 0,061 0,00 34,391
Ag2 0,0858 0,000 0,00 0,0000 0,0286 15,148
Ag3 0,0846 0,087 0,00 51,518
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ANEXO Il Concentracdo de Ag* nos filtros impregnados com nanoparticulas de

oxido de zinco e de prata

Filtros Leituras Ag
Amostra | Massa (g) | Em solugdo (mg/L) | No filtro (mg) | [Zn] (mg/kg) | Média (g/kg) | Erro padrio
Zn01 0,0835 0,00 0,00 0,00
Zn02 0,0857 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Zn03 0,0907 0,00 0,00 0,00
ZnO+Agl| 0,0817 16,67 0,834 5289
ZnO+Ag2 | 0,0847 0,950 0,047 560,6 3,577 1,513
ZnO+Ag3 | 0,0837 8,173 0,409 4882
Ag+ZnO1| 0,0868 0,651 0,033 375,1
Ag+Zn02 | 0,0886 10,68 0,534 6027 2,147 1,943
Ag+Zn0O3 | 0,0974 0,073 0,004 37,40
Agl 0,0888 20,42 1,021 11498
Ag2 0,0858 18,25 0,913 10636 12,97 1,926
Ag3 0,0846 28,42 1,421 16797
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ANEXO Il Quantificacdo de Zn?" nas solucdes de sintese e dguas de lavagem dos

filtros impregnados ZnO NPs e Ag NPs

Amostra Solugdo | Em solugdo (mg/L) [Média Sintese(mg/L) |Erro padrdo |Média Lavagem (mg/L) |Erro padrdo
Zno1 Sintese 1706,00
Lavagem 75,84
Zn02 Sintese 1632,00 1672,93 21,72 58,13 10,69
Lavagem 38,90
Zn03 Sintese 1680,80
Lavagem 59,66
ZnO(znO+Ag1) Sintese 3934,80
Lavagem 97,92
Zn0(Zn0+Ag2) | -Ntese 3570,00 3532,13 244,15 158,52 32,36
Lavagem 208,52
ZnO(znO+Ag3) Sintese 3091,60
Lavagem 169,12
ZnO(Ag+Zn01) Sintese 4444,00
Lavagem 200,68
ZnO(Ag+zn02) | intese 3751,20 2883,07 1230,89 457,22 341,03
Lavagem 38,19
ZnO(Ag+Zn03) Sintese 454,00
Lavagem 1132,80
Agl Sintese 0,00
Lavagem 0,00
Ag2 Sintese 0,00 0,04 0,04 0,07 0,05
Lavagem 0,18
Ag3 Sintese 0,12
Lavagem 0,03
Ag(zn0+Ag1) Sintese 27,88
Lavagem 11,40
Ag(znO+Ag2) |-ntese 10,30 20,23 5,20 27,26 19,71
Lavagem 3,92
Ag(zn0+Ag3) Sintese 22,52
Lavagem 66,45
Ag(Ag+Zn01) Sintese 0,75
Lavagem 0,11
Ag(Ag+zn02) |-intese 0,51 0,49 0,15 0,12 0,00
Lavagem 0,12
Sintese 0,22
+Zn03 .
Aglhg ) Lavagem 0,12

61



ANEXO IV Quantificacdo de Ag* nas solucdes de sintese e aguas de lavagem dos

filtros impregnados ZnO NPs e Ag NPs

Amostra Solugdo | Em solugdo (mg/L) [Média Sintese(mg/L) |Erro padrdo [Média Lavagem (mg/L) |Erro padrdo
Zno1 Sintese 0,00
Lavagem 0,00
zno2  |intese 0,00 0,00 0,00 58,13 0,00
Lavagem 0,00
7n03 Sintese 0,00
Lavagem 0,00
Zn0(zn0+Ag1 Sintese 0,00
Lavagem 0,00
Zn0(ZnO+Ag2)ntese 0,08 0,03 0,03 158,52 0,00
Lavagem 0,00
Zn0(zn0+Ag3 Sintese 0,00
Lavagem 0,00
Zn0(Ag+Zn01 Sintese 0,11
Lavagem 0,03
Zn0(Ag+zn02)intese 2,46 3,62 2,43 457,22 0,06
Lavagem 0,15
ZnO(Ag+Zn03 Sintese 8,28
Lavagem 0,24
Agl Sintese 210,28
Lavagem 67,76
Ag2 Sintese 249,64 240,45 15,47 0,07 19,76
Lavagem 7,40
Ag3 Sintese 261,44
Lavagem 9,62
Ag(Zn0+Ag1) Sintese 553,20
Lavagem 4,47
Ag(ZnO+Ag2) | -intese 437,40 537,40 53,76 27,26 3,19
Lavagem 7,53
Ag(ZnO+Ag3) Sintese 621,60
Lavagem 15,21
Ag(Ag+ZnO1) Sintese 295,60
Lavagem 72,74
Ag(Ag+zn02) | Sintese 39,2 467,07 125,02 0,12 19,59
Lavagem 53
Ag(Ag+Zn03) Sintese 710,4
Lavagem 32,42
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ANEXO V Contagens do crescimento de E.coli em meio Lauryl apds incubacao a 37°C

durante 24h, nas amostras em triplicado

RS Pilha de 3 filtros Pilhas de 5 filtros
Contagem (UFC) |Média (UFC) [Erro padrdContagem (UFC) |Média (UFC) |Erro padrdo
A 22 17
Zno B 12 18 3 17 17 0,3
¢ 19 18
A 4 3
Ag B 8 5 2 0 3 3
C 2 0
A 22 13
Ag+Zn0O B 33 23 6 2 17 4
¢ 13 14
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