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REsSuUMO

Com este trabalho pretendeu-se desenvolver uma tecnologia para a purificacdo de agua
através do uso de nanomateriais. A empresa Bosch Termotecnologia, localizada em Aveiro, sugeriu
este trabalho com o objetivo de estudar a viabilidade da utilizacdo de nanoparticulas magnéticas na
remoc¢do de microrganismos presentes na agua para consumo doméstico, com foco em paises em
desenvolvimento, como a india e a China. A abordagem seguida visa a aplica¢do desta tecnologia no
ponto de uso de residéncias, como por exemplo, em torneiras.

Sintetizou-se 7 tipos de nanoparticulas diferentes com base em éxidos de ferro (FeO) nas quais
se adicionou durante a sintese: Mn, Co, Cu ou carvéo ativado; e se revestiu com materiais de carbono
ou carbono dopado com azoto por deposi¢do quimica em fase vapor (do inglés CVD). Os nanomateriais
sintetizados foram caracterizados por diferentes técnicas: andlise termogravimétrica, adsorcao de
azoto a -196 °C, reducdo a temperatura programada, microscopia eletrénica de transmissdo e
microscopia eletronica de varrimento/ espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia.

Avaliou-se a eficacia de remocdo das bactérias de uma suspensao bacteriana de Escherichia
coli (E. coli) para cada uma das nanoparticulas magnéticas produzidas. Todos os ensaios foram
realizados em reator fechado, nas mesmas condicdes. Para os 3 nhanomaterias mais promissores (FeO,
CuFeO e N-CFeO@CVD) realizaram-se ensaios adicionais. Executaram-se ensaios de remogao de E. coli
(gram-negativa) variando o tempo de agitacdo e a concentracdo de catalisador. Efetuaram-se,
também, ensaios de remocado de Staphylococcus aureus (gram-positiva), para os 3 catalisadores mais
promissores, nas condi¢cdes de concentracdao de catalisador e tempo escolhidas, para comparacao.
Igualmente, efetuaram-se ensaios para uma agua de um poco situado na cidade de Vila Nova de Gaia
para as particulas FeO e CuFeO.

Adicionalmente, realizaram-se 2 ensaios num reator a operar de modo continuo usando uma
suspensdo bacteriana de E. coli e agua do poco referido anteriormente, usando um leito fixo com
nanoparticulas magnéticas de FeO.

Finalmente, recorreu-se ao kit Live/Dead para verificar as propriedades antibacterianas das
particulas FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD sob as bactérias (E. coli e S. aureus).

Os ensaios realizados em reator fechado permitiram concluir que os materiais, FeO, CuFeO e
N-CFeO@CVD, sdo bastante promissores para a aplicacdo em estudo. Nos ensaios realizados em reator
continuo com as particulas FeO ndo se verificou uma elevada remogdo de bactérias, sendo necessdria
a otimizagdo deste processo.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas magnéticas (NPMs), purificacdo de agua, remocdo de

bactérias, dgua potdvel.



Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais




Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais

ABSTRACT

This project aims at developing a water purification technology by using nanomaterials. The
company, Bosch Termotecnologia, located in Aveiro, suggested this work with the goal of studying the
viability of magnetic nanoparticles at removing existing microorganisms in water for domestic
consumption, with special focus in developing countries, like India and China. The following approach
intends this technology to be applicated in residencies, for example, domestic taps.

There were 7 kinds of different nanomaterials synthesized with base on iron oxides (FeO) in
which it was added during its synthesis: Mn, Co, Cu or activated carbon; and was it coated with carbon
or nitrogen doped carbon by CVD. The nanomaterials synthesised were characterized by different
techniques: thermogravimetric analysis, nitrogen adsorption at -196 °C, temperature-programmed
reduction, transmission electron microscopy, scanning electron microscope/ energy-dispersive X-ray
spectroscopy.

In this work, the bacteria removal efficiencies from a bacterial suspension of Escherichia coli
(E. coli) for each of the magnetic nanoparticles produced were evaluated. All the tests were performed
in batch, all in the same test conditions. For each of the most promising nanoparticles (FeO, CuFeO
and N-CFeO@CVD) additional batch tests were performed. Tests of the removal of E. coli (gram-
negative) with variation of contact time and catalyst concentration were executed. Tests for the
removal of Staphylococcus aureus (gram-positive) were also performed with a chosen catalyst
concentration and time for comparison with E. coli. In additon, experiments, for a water from a well
located in the city of Vila Nova de Gaia were also carried out with the nanoparticles FeO and CuFeO.

Additionally, 2 tests were performed in a continuous reactor with FeO nanoparticles. A
bacterial suspension of E. coli and the water referenced before were used.

Finally, the Live/Dead kit was used to investigate de behaviour of the bacteria (E. coli and S.
aureus) when in contact with FeO, CuFeO and N-CFeO@CVD nanoparticles.

The experiments carried out in batch reactors, showed that the synthesised nanoparticles, in
particular, FeO, CuFeO and N-CFeO@CVD, are very promising for the application considered in this
work. In the continuous reactor tests, executed with FeO particles, the removal efficiency was not very
high, more optimization tests being necessary for this bacteria removal process.

KEYWORDS: Magnetic nanoparticles (MNPs), water purification, bacteria removal, drinking

water.
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NOTA DA EMPRESA — BOSCH TERMOTECNOLOGIA S.A.

Sob a designacdo de Vulcano Termodomésticos S.A., a Bosch Termotecnologia S.A. iniciou a
sua atividade em Cacia (Aveiro), no dia 17 de margo de 1977, com base num contrato de licenciamento
com a Robert Bosch, para a transferéncia da tecnologia utilizada pela empresa alema no fabrico de
esquentadores.

Em 1988, a empresa foi adquirida pelo Grupo Bosch, que transferiu para Portugal
competéncias e equipamentos, iniciando um processo de especializacdo dentro do Grupo.

Lider do mercado europeu desde 1992, e terceiro produtor mundial de esquentadores, a Bosch
Termotecnologia SA é hoje o centro de competéncia da Robert Bosch para este produto, competindo-
Ihe a concegdo e o desenvolvimento de novos aparelhos bem como, a sua producdo e comercializagao.
Beneficiando de sinergias no desenvolvimento de aparelhos de queima a gas, a Bosch Termotecnologia
iniciou em 1996 a producdo de caldeiras murais a gds e em 2011 a producdo de bombas de calor para
uso doméstico.

O ultimo passo no alargamento da gama de produtos produzidos em Aveiro, deu-se em 2016,
com a producdo de aparelhos elétricos para aquecimento de agua.

Presente em 55 paises e diversos mercados, desde a Europa até a Australia, a Bosch
Termotecnologia produz uma variada gama de modelos que sdo comercializados internacionalmente
através de marcas préprias do Grupo (Bosch, Buderus, Junkers, Leblanc, Vulcano) ou de clientes.

Ao longo dos ultimos anos a empresa introduziu no mercado mundial de esquentadores
inimeras inovagGes, como os aparelhos com ignicdo automatica, esquentadores de elevada poténcia,
o controlo remoto Celsius e a tecnologia de condensacao. Produtos e componentes inovadores que se
tornaram pontos de referéncia e que estimulam as vendas e reforcam a notoriedade dos seus produtos
no mercado.

Além destes produtos inovadores que tém vindo a receber ao longo dos ultimos anos inimeros
prémios nacionais e internacionais e que vém comprovar o seu nivel de exceléncia, a empresa melhora
continuamente os seus proprios processos com o forte apoio e a participagdo de todos os seus
colaboradores, sendo hoje reconhecida como uma das melhores empresas para trabalhar em Portugal.

As instalacGes de Aveiro e Lisboa encontram-se dentro do ambito da certificagdo ISO 14001. O

registo EMAS abrange apenas as instalacGes de Aveiro.
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1

INTRODUCAO

1.1. ENQUADRAMENTO

Com o crescimento populacional, o desenvolvimento industrial e as alteragGes climaticas, tém
vindo a surgir cada vez mais problemas associados a escassez de dgua potavel. E expectavel que, nas
proximas décadas, estes problemas aumentem e a sua escassez se estenda as regides onde este
recurso é abundante, tornando-se imprescindivel a inovacdo tecnoldgica para assegurar o seu
fornecimento e a reducdo da sua poluicdo [1, 2]. A dgua é uma das principais fontes de contacto das
pessoas aos agentes patogénicos em paises em desenvolvimento, tendo como consequéncia
problemas graves a nivel da saude publica [3, 4]. De acordo com a World Health Organization (WHO)
e o Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF), estima-se que, mundialmente, 663 milhGes de
pessoas ndo tém acesso a dgua potavel, sendo que as regides que mais sofrem com este problema sdo
a Africa Subsariana (48%), a Asia Meridional (20%) e a Asia Oriental (10%) [5]. Adicionalmente, sabe-
se que 11% das 7,6 milhGes de mortes em criangas com menos de 5 anos devem-se a doengas
gastrointestinais, sendo este acontecimento observado maioritariamente em paises em
desenvolvimento. Isto significa que 2 200 criancas morrem todos os dias como resultado deste tipo de
doengas [6].

Microrganismos patogénicos, nomeadamente bactérias, existem na dgua em baixas
concentragdes, sendo consequentemente dificil a sua detecdo e podendo agravar os riscos para a
saude humana [7]. Na Tabela 1 sdo apresentados os microrganismos mais comuns que estdo na origem

de doengas tendo a agua como fonte e as respetivas doengas associadas.



Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais

Tabela 1: Exemplos de microrganismos patogénicos tendo como fonte a agua e respetivas doengas [3, 8]

Grupo de microrganismo Microrganismo Doenga

Escherichia coli patogénicas

(Enterohemorrdgicas/enterotoxigénicas) Gastroenterite aguda

/ Shigella spp.
Bactérias
Salmonella typhi Febre tifoide
Salmonella paratyphi Febre paratifoide
Vibrio cholerae Célera
Virus da Hepatite A
Hepatite
Virus da Hepatite E
Virus
Poliovirus Poliomielite
Rotavirus Gastroenterite
Entamoeba histolytica Disenteria amébica
Protozoarios
Giardia lamblia Giardiase
Vermes Ascaris lumbricoides Ascaridiase

Para prevenir problemas de saude publica, é necessario recorrer a tratamentos de desinfecdo
e purificacdo da agua de modo a evitar o contacto das pessoas com estes organismos patogénicos [8].
Ha mais de 6000 anos que existem diferentes tecnologias de tratamento de agua, existindo evidéncias
de a civilizacdo grega utilizar filtros de carvao, ferver a agua e expor a dgua residual a luz solar, com o
objetivo de melhorar a qualidade estética deste recurso [3]. Atualmente, as tecnologias estdao muito
mais desenvolvidas passando principalmente por processos de desinfecdo quimica, mas a desinfecao
fisica estd a ganhar cada vez mais relevancia.

Idealmente, uma tecnologia de desinfe¢do de dgua, para além de matar todos os organismos
potencialmente patdgenicos, ndo deve adicionar compostos toxicos a agua e deve ser viavel a nivel
econdmico. Normalmente, sdo usados compostos quimicos com grandes capacidades desinfetantes
como o cloro, cloroaminas e 0zono, mas estes podem apresentar grandes riscos para a saude humana

devido a formacgdo de mais de 600 tipos de subprodutos [9, 10].

1.2. DESINFECAO QUIMICA

Devido ao seu custo reduzido, a sua eficacia na desinfecdo bacteriana da dgua e as

caracteristicas de operagdo, o gas cloro (Cl,) tem sido o principal método usado para a desinfecdo de
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aguas. Mas, como ja foi referido, estes sistemas tém a desvantagem de produzir subprodutos tdxicos.
O processo de cloragdo resulta na formagdo de compostos mutagénicos/carcinogénicos derivados da
reacdo do cloro com compostos organicos presentes na agua, e por isso, o tratamento dos mesmos
antes do processo de desinfecdo deve ser eficaz [8, 11, 12]. Adicionalmente, o cloro é ineficaz na
desinfecdo de cistos de Giardia lamblia e alguns virus.

O hipoclorito de calcio (Ca(ClO),;) e hipoclorito de sédio (NaClO) sdo outras duas opgoes
similares de desinfecdo quimica da agua. Estas sdo muito semelhantes em termos de eficiéncia de
desinfecdo e formacdo de subprodutos ao gds cloro. A vantagem do hipoclorito de calcio, em relagao
aos dois desinfetantes anteriormente referidos, é a sua estabilidade e, por isso, maior seguranga,
porém, os seus custos sdo mais elevados que os custos do hipoclorito de sédio [11].

O didéxido de cloro (ClO3) é mais uma alternativa de desinfetante quimico. Este é mais eficiente
que o cloro, reduz a producdo de subprodutos trilometanos e ndo produz concentracdes demasiado
elevadas de compostos organicos halogenados. Por outro lado, € um composto muito instavel, sendo
necessarias vdrias precaucdes, e os seus custos de operacdo sao substancialmente mais elevados do
gue os dos sistemas de gas cloro [11].

A clorominacdo tem sido um método usado para a desinfecdo de dgua desde os anos 30, sendo
atualmente usado principalmente como um desinfetante secundario. A monocloramina (NHCl) é
produzida no local através da dosagem controlada de amdnia e cloro. A vantagem deste método em
relacdo ao método do cloro é a sua reduzida reacdo com a matéria organica, formando assim menos
subprodutos téxicos. E também mais estavel, persistente e eficaz contra a formacgdo de biofilmes na
rede de distribuicdo de dgua. Por outro lado, a monocloramina é um desinfetante menos eficaz do que
o cloro (200 vezes menos eficaz), sendo necessdrias concentragées mais altas deste que aumentam o
risco de ocorrer nitrificagdo caso haja excesso de amdnia na rede de distribuicdo [11, 13].

A desinfecdo da dgua com ozono ja é realizada ha um século, tendo comecado na cidade de
Nice, em Franca [11]. Este método de desinfecdo é utilizado principalmente em estacdes de
tratamento de 4gua residuais de grande escala e em esta¢des de tratamento de aguas (ETAs). Oferece
vantagens significativas em relacdo ao gas cloro e outros métodos a base de cloro. Ao contrdrio do que
acontece com a desinfec¢do realizada com cloro (difusdo através membrana celular, tornando a célula
suscetivel a um ataque enzimatico), a desinfecdo realizada com ozono tem como consequéncia uma
oxidacdo das membranas celulares dos microrganismos, ocorrendo consequentemente uma lise
celular que destréi o microrganismo [14]. Por esta razdo, o ozono é muito mais eficaz como
desinfetante do que o cloro; por exemplo, permitindo destruir E. coli 3000 vezes mais rapido. Como

outras vantagens regista-se a nao formacdo de trilometanos [15], e ndo é necessaria uma
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desclorinacdo na utilizagdo deste método. Adicionalmente, o tratamento de d4gua com ozono aumenta
a concentracdo de oxigénio dissolvido, eliminando a necessidade de arejamento adicional. Por outro
lado, o ozono sé pode ser usado como desinfetante primario, uma vez que ndo fornece desinfecao
residual na rede de distribui¢do de dgua. Embora ndo produza subprodutos, tais como trilometanos, o
ozono pode reagir com a matéria organica e produzir subprodutos como aldeidos, cetonas e quinonas
[15]. Finalmente, o ozono é toxico e, por isso, deve ser constantemente monitorizado, agravando os

seus custos de obtencdo mas tendo custos de operacdao e manutencao relativamente baixos [11, 13].

1.3. DESINFECAO FisicA

Conforme referido anteriormente, a desinfecdo quimica tem varias desvantagens, incluindo a
producao de subprodutos téxicos, problemas de odor e sabor, assim como o aumento de
microrganismos patogénicos resistentes, como a Giardia e Cryptosporidium. Todos estes problemas
levaram a uma reavaliagdao dos métodos de desinfegcdao quimicos tradicionais e a um aumento de
interesse no estudo dos métodos fisicos de desinfegdo de agua. Entre esses métodos fisicos destacam-
se a utilizacdo de raios ultravioleta (UV), descargas eléctricas na agua, cavitacdo e ultrasons. A grande
vantagem dos processos fisicos é a capacidade destas técnicas atuarem diretamente nos
microrganismos, nao alterando as propriedades e composicdo da dgua [8, 16].

A radiagdo UV, como método de desinfecdo de agua, é a alternativa ao cloro mais utilizada,
com uma eficiéncia de desinfe¢do mais elevada para virus e bactérias [17, 18] e, necessidade de tempo
de contacto menor para inativar as bactérias [19]. Para efeitos de desinfecdo, a gama 6tima de
radiacdo é entre os 245 e 285 nm. Nestes sistemas a dgua passa pelas lampadas, que transmitem
radiacdo UV a 254 nm, expondo os microrganismos a este tipo de energia. Isto resulta numa
modificacdo do ADN (acido desoxirribonucleico) e ARN (acido ribonucleico) dos microrganismos, tendo
como consequéncia a impossibilidade de reproducdo. A maior parte destes microrganismos requerem
uma dosagem pequena de raios UV, contudo, os cistos de protozodrios, em particular Giardia e
Crypstosporidium, sdo consideravelmente mais resistentes a inativagdo por UV que os outros
microrganismos [11, 16]. Uma das principais vantagens deste método de desinfecdo é ndo ser
necessario adicionar susbtancias quimicas a agua, ndo tendo como consequéncia a mudanca
significativa da composicdo quimica da agua nem a interacdo com nenhuma das substancias quimicas
presentes nesta, ndo havendo assim producdo de subprodutos toxicos e ndo sendo necessario o
processo de desclorinagdo, assim como as reduzidas medidas de seguranga quando comparadas com
as dos métodos de desinfecdo quimica [11, 13, 20]. Adicionalmente, sistemas de luz ultravioleta sdo

relativamente simples de operar e manter, para além de ocuparem menor espaco quando comparados
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com os sistemas a base de cloro. No entanto, os custos de capital e manutencdo deste método de
desinfecdo sdo relativamente elevados comparativamente com os métodos de desinfecdo quimica [11,
17).

Por outro lado, este método de desinfecdo ndo oferece uma desinfecdo residual nos sistemas
de distribuicdo de agua, podendo haver novamente uma contaminacgdo. Por isso, quando se recorre a
este método para desinfecdo de aguas é necessdria a adicdo de um desinfetante secundario.
Finalmente, existe também o risco de reativacdo de alguns microrganismos (devido aos seus
mecanismos de autodefesa), “fouling” nos tubos da luz UV e possivel turvacdo da agua, sendo estas
algumas das desvantagens deste método de desinfegdo fisico [11, 13, 16].

Outra alternativa fisica de desinfecdo de agua é a filtragdo por membranas, permitindo uma
desinfe¢do constante de alta qualidade [21]. O uso de membranas ja é realizado ha varios anos. Por
exemplo, durante a Il Guerra Mundial os alemdes usavam membranas para eliminar possiveis
contaminagGes da dgua apds bombardeamentos [22]. A filtragdo por membranas consiste numa série
de processos que conduzem a agua sob pressdo por uma membrana com poros de tamanhos
controlados [23]. Geralmente sdo usadas membranas sintéticas, que sdo interfaces que separam duas
fases e restringem o transporte de vdrias espécies de uma forma especifica. Ou seja, membranas sao
filmes sintéticos constituidas por materiais organicos ou inorganicos, que podem conferir uma
separacdo seletiva entre um fluido e os seus componentes. Adicionalmente, filtracdo pode ser definida
como a separacdo de matéria de um fluido, passando a mistura por um meio poroso, fibroso ou
granular, que retém os solidos na sua matriz ou na sua superficie [22]. A remocgdo de particulas por
membranas, incluindo coloides bioldgicos ou ndo bioldgicos, depende de multiplos fatores,
destacando-se o tamanho dos poros, sendo este o parametro considerado mais critico na desinfe¢do
de aguas. Consequentemente, os didmetros dos poros das membranas devem ser menores que o
tamanho dos microrganismos patogénicos [22, 24]. Estes processos de filtragdo por membranas sdo
classificados de acordo com o tamanho dos seus poros, do mais elevado para o mais reduzido (pressées
de operagdo do mais reduzido para o mais elevado), incluindo microfiltracdo, ultrafiltragao, nano
filtracdo e osmose inversa. Todos estes processos removem protozoarios e bactérias, excluindo a
remocdo de virus que requerem ultrafiltracdo, nano filtracdo ou osmose inversa [23]. Os
microrganismos patogénicos sdo um problema no tratamento de aguas quer estejam mortos ou vivos.
Quando vivos estes podem-se multiplicar a taxas logaritmicas e quando mortos sdo uma fonte de
pirogénicos [25]. Como os cistos de Giardia lamblia sdo resistentes aos métodos a base de cloro, este
processo fisico pode ser uma solugdo para a desinfecdo de aguas [26]. Algumas desvantagens deste

método ja foram referidas, contudo, a retencdo de pequenas particulas, como virus, coloides e entre
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outros pode ndo ser completa e depende das condi¢des de operacdo e do fluido, assim como o fluxo,
que pode diminuir devido a entupimento da membrana. Os custos também sdo mais altos,
principalmente para instalacdes de grande escala [23]. O desenvolvimento de novas membranas estd
dependente da disponibilidade de novos materiais, particularmente polimeros, materiais inorganicos

e, mais recentemente, nanomateriais [27].

1.4. PROCESSOS DE TRATAMENTO DE AGUA COM NANOMATERIAIS

A inovagdao em processos de tratamento de agua que utilizam nanomateriais foi identificada
como tendo grande potencial para melhorar e aumentar a eficdcia do tratamento de aguas, assim
como aumentar o abastecimento de agua através de fontes seguras e ndo convencionais [28-30].
Avancos recentes nesta drea oferecem oportunidades para desenvolver sistemas de abastecimento de
adgua de proxima geracdo, sendo os presentes processos de tratamento e distribuicdo de dgua
realizados a base de sistemas centralizados. Os processos altamente eficientes, modulares e
multifuncionais permitidos pela nanotecnologia podem proporcionar solugdes de tratamento de dguas
com alto desempenho e a pregos acessiveis, que dependem menos de grandes infraestruturas [31].

De acordo com a recomendacdo da Comissdo de 18 de outubro de 2011 (2011/696/EU),

Ill

entende-se por nanomaterial “ um material natural, incidental ou fabricado, que contém particulas
num estado desagregado ou na forma de um agregado ou de um aglomerado, e em cuja distribuicdo
nimero-tamanho 50 % ou mais das particulas tém uma ou mais dimensdes externas na gama de
tamanhos compreendidos entre 1 e 100 nm” [32]. As vantagens destes materiais podem ir desde altas
areas superficiais especificas, dissolucao rapida, alta reatividade e forte sor¢cdo. Outros materiais tiram

vantagens das suas propriedades descontinuas, como o super-magnetismo [29]. Nesta dissertacdo

serdo estudados os nanomateriais com propriedades magnéticas.

1.5. AMBITO DO PROJETO E OBJETIVOS

Com o objetivo de encontrar uma solucdo tecnoldgica limpa e eficiente que assegure a
guantidade de dgua consumida pelas popula¢des a Bosch Termotecnologia, em parceria com o LSRE-
LCM e LEPABE, propds o desenvolvimento de uma tecnologia de desinfecdo de dgua baseada na
aplicacdo de nanomateriais magnéticos. Para tal, foram desenvolvidos vdrios nanomateriais
magnéticos constituidos por dxidos metalicos e materiais de carbono e foi avaliada a sua interagdo
com os microrganismos. Estes nanomateriais foram escolhidos devido as suas capacidades magnéticas,
sendo mais facil a remocgdo das particulas aplicando um campo magnético e os materiais de carbono

devido as suas capacidades no tratamento de dguas. Também foram escolhidos materiais contendo
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azoto, devido ao sucesso obtido noutros estudos presentes na literatura e foram sintetizados materiais
com mistura de diferentes metais. Foi realizada uma otimizac¢do da eficiéncia de remogdo de diferentes
bactérias, nomeadamente Escherichia coli, Staphylococcus aureus e heterotréficos totais presentes
numa agua real. Parametros como o tipo de nanomaterial, concentragdo, tempo de contacto, tipo de
bactéria (gram-positiva ou gram-negativa) e toxicidade, foram avaliados e investigados. Foram
também realizados ensaios em reator fechado e em continuo.

Esta dissertacdo esta dividida, essencialmente, em 4 partes: estado da arte, materiais e
métodos, resultados e discussao e conclusdes. No estado da arte, esta disponivel uma visdo geral sobre
o tratamento de dguas com nanomateriais e, mais especificamente, nanomateriais magnéticos,
consequéncias da utilizacdo de campos magnéticos na agua e parametros, condi¢des influencidveis da
agua e dos microrganismos no tratamento com nanoparticulas magnéticas. No capitulo materiais e
métodos estdo descritos os procedimentos realizados e materiais utilizados. Seguidamente, nos
resultados e discussdo estdao expostos todos os resultados dos ensaios realizados, assim como a
caracterizacdo dos materiais usados, a discussdo desses resultados e, por ultimo, serdo apresentadas

as conclusdes finais da dissertacdo e sugestdes de trabalho futuro.
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2

ESTADO DA ARTE

2.1. NANOMATERIAIS NO TRATAMENTO DE AGUAS

Os nanomateriais tém propriedades Unicas, como ja referido, podem ter desde uma grande
area superficial especifica, alta reatividade, forte sor¢do a propriedades descontinuas como o super-
magnetismo, ressonancia plasmatica superficial localizada e efeito de confinamento quantico.
Consequentemente, a adaptacao da nanotecnologia a processos de engenharia tradicionais oferece
ndo sO novas oportunidades para o desenvolvimento de processos de tratamento e desinfecdo de
aguas, como também permite a utilizacdo de fontes de dgua ndo convencionais para expandir as redes
de abastecimento da mesma. Estes materiais originam um conjunto de novas tecnologias menos
dispendiosas, mais duraveis e eficientes tendo um papel importante na satisfacdo das necessidades
em situacdes precarias, existentes principalmente nos paises em desenvolvimento [1, 29, 30, 33-35].

Quatro classes de nanomateriais estdo a ser avaliados como materiais funcionais para a
purificacdo de agua [30, 35, 36]:

1. Zeodlitos;

2. Dendrimeros;

3. Nanomateriais de carbono;

4

Nanoparticulas metalicas incluindo éxidos metalicos.

11
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Nanoparticulas 6xido-metalicas Nanotubos de Carbono

Dendrimeros Zeolitos

e® ®

Figura 1: Nanomateriais correntemente em avaliagdo como materiais funcionais para a

purificacdo da agua

Zeolitos

Zedlitos sdo materiais inorganicos, cristalinos e microporosos, com estruturas bem definidas.
Geralmente a sua estrutura é composta por silicio, aluminio e oxigénio, assim como catides, agua e/ou
outras moléculas nos seus poros [35, 37, 38]. Apesar de estes materiais poderem ser obtidos
naturalmente a partir de exploragdes mineiras, outros sdo sintéticos e podem ser produzidos para
serem usados comercialmente, por exemplo, como adsorventes em filtros de coluna [35]. Os zedlitos
nano-cristalinos, quando comparados com micro-zedlitos, exibem uma area superficial mais elevada e
caminhos de difusdao menores [39, 40]. Os zeélitos tém uma boa capacidade de adsorcdo, sendo esta
influenciada por vérios fatores, incluindo a sua composi¢ao, o pH da dgua, a concentragao e tipo de
contaminantes [35]. Adicionalmente, também podem ser utilizados para a remocdo de iGes metdlicos.
Zedlitos NaP1, sintetizados a partir de cinzas de carvao, conseguem adsorver metais pesados como Pb,
Cu, Zn, Cd, Ni e Ag de 4guas residuais, e sob algumas condicdes, é possivel adsorver Cr, Ar e Hg [35, 36,
41, 42]. Compésitos de PVC com zedlitos e com prata impregnada demonstraram ser materiais
eficientes na desinfecdo de microrganismos, incluindo bactérias. Além disso, estes compostos
proporcionam uma protecdo residual contra o recrescimento dos organismos anteriormente referidos

[35]. A adicdo de zedlitos a membranas nanocompdsitas permite aumentar a permeabilidade da dgua

12
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e a rejeicdo de sal na nano-filtragdo e na osmose inversa [43, 44]. Contudo, estes materiais ndo sdo

adequados para a remocdo de contaminantes organicos [35].

Dendrimeros

Dendrimeros ou polimeros dendriticos sdo macromoléculas simétricas e esféricas com
tamanhos compreendidos entre 1 e 20 nm, compostas por um nucleo, varias ramificacdes e grupos
terminais com uma superficie bem definida, podendo ter varios grupos funcionais [45, 46]. Este
material tem propriedades de adsorcdo excecionais, podendo ser utilizado para a remocdo de
compostos organicos e metais pesados presentes nas dguas, sendo possivel realizar ligagGes quimicas
para um composto no seu nucleo e para outro nas ramificacdes periféricas [30, 35, 47]. Um sistema de
ultrafiltracdo dendritica foi usado para a remocdo de Cu?*, tendo sido obtida a sua completa remocao
[48]. A regeneracao deste adsorvente pode ser feita por uma simples mudancga de pH mas, devido ao
seu elevado custo de producdo, a existéncia comercial deste produto é praticamente inexistente [1].
Dendrimeros também podem ser usados como suporte para agentes antimicrobianos, como a prata

para a desinfecdo [49, 50].

Nanomateriais de carbono

Os nanotubos de carbono sdao os nanomateriais mais promissores do grupo de nanomateriais
de carbono. Estes sdo aldtropos de carbono com uma estrutura cilindrica e, dependendo do processo
de sintetiza¢do, podem ser chamados nanotubos de parede simples ou nanotubos de parede multipla
[1]. Os nanotubos de parede simples tém didametros compreendidos entre 0,3 e 3 nm e os nanotubos
de parede multipla podem chegar aos 100 nm [51, 52]. Este tipo de material tem uma excelente
capacidade de adsorcdo e, por isso, pode ser usado para remover metais pesados presentes na dgua
[30], sdo exemplos o Cd?* [53], o Cr** [54], o Pb?" [55] e 0 Zn?* [56], assim como também pode ser
utilizado em membranas para filtragdo. Os nanotubos de carbono tém recebido especial atengao
devido a sua excelente capacidade de remogdo de microrganismos da dgua [30]. Estes causam stress
oxidativo nas bactérias e destroem as membranas celulares e, embora ocorra oxidagdo quimica, ndo
ha producdo de subprodutos tdxicos [57]. Esta capacidade deve-se as suas propriedades funcionais
fisicas, citotdxicas e superficiais [58], a sua forma fibrosa [59, 60], ao tamanho e comprimento dos
tubos e, finalmente, do numero de paredes [61, 62]. Ha alguns anos os custos de producdo de
nanotubos de carbono eram muito elevados mas atualmente ja ndo o sdo. Assim, pode-se considerar

0 seu uso em grande escala bastante viavel [63].
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Nanoparticulas metalicas incluindo 6xidos metalicos

As nanoparticulas de ferro zero valente (nZVI) sdo um material eficaz para a remediacdo da
dgua por possuirem alta reatividade com varios contaminantes e areas especificas elevadas [64].

As nanoparticulas de 6xidos metdlicos sdo alternativas promissoras ao carvao ativado e
adsorventes eficientes na remoc¢ao de metais pesados. Para além de terem uma distancia de difusao
intraparticular curta sdo também compressiveis sem perderem uma reducdo significativa de area
superficial [1].

As nanoparticulas de prata e o didxido de titanio (TiO,) sdo dois tipos de nanoparticulas,
pertencentes a este grupo, consideradas bastante promissoras na desinfecdo de aguas. Em 1954, as
nanoparticulas de prata comecaram a ser usadas em piscinas como algicida e, desde os anos 70, que
tém sido usadas em filtros de dgua potavel [1]. Apesar de estas particulas apresentarem atividade
antimicrobiana ndo sdo téxicas para os humanos [65]. Para além desta grande vantagem, existe uma
grande disponibilidade deste composto; contudo a sua aplicagdo é restrita a volumes pequenos [1].
Estas nanoparticulas podem ser aplicadas em membranas de filtracdo, como por exemplo, membranas
de polissulfona [66], tendo sido comprovadas como eficientes contra uma grande variedade de
bactérias (gram-positiva e gram-negativa) e virus [30, 67-73]. Estas particulas também podem ser
incorporadas em microfiltros de agua potavel de baixo custo, podendo ser usados em areas remotas
em paises em desenvolvimento [74].

O diéxido de titanio apresenta grande estabilidade quimica e baixa toxicidade para os
humanos, tem um prego baixo, podendo ser usado em processos de foto-desinfecio e
descontaminagdo de aguas de grande e pequena escala. Porém, a eficacia deste processo foto-
catalitico ainda é relativamente baixa quando comparada com processos como a ozonizac¢ao [1, 30,
75]. Pode ser aplicado em dois tipos de sistemas foto-cataliticos: luz solar ou com luz ultravioleta (UV)
artificial. O equipamento necessario € minimo e, por isso, apropriado para paises em desenvolvimento
ou locais remotos sem acesso a eletricidade [35]. A desinfecdo ocorre através da formagdo de
oxidantes altamente reativos, como radicais OH®. Devido a sua estabilidade na agua, o TiO, pode ser
incorporado em filmes ou filtros de membrana para filtracdo da agua [76, 77]. A grande vantagem
deste material em relagdo as nanoparticulas de prata é a sua estabilidade durante a degradagao de
compostos organicos e microrganismos [1]. Por outro lado, este material requer, em alguns casos,
energia UV, enquanto o tratamento com nanoparticulas de prata ndo requer, sendo uma vantagem

para alguns paises em desenvolvimento [78].
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Para além destas nanoparticulas, existem alguns éxidos de metal que sdo super-magnéticos,
como por exemplo a magnetite (Fes04), permitindo facilitar a separagdo e recuperacdo induzindo um

campo magnético [1].

2.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS NA PURIFICACAO DE AGUA

O tratamento de 4dgua recorrendo a um campo magnético remonta ao ano de 1873, quando
Hay recebeu a primeira patente para este processo [79]. InovacGes tecnoldgicas relacionadas com
nano-adsorventes magnéticos tém vindo a aumentar nos ultimos anos [80], oferecendo solucdes
vidveis com a utilizagdo de um campo magnético exterior [81]. A medida que o tamanho destes
materiais diminui, as particulas tornam-se fortes adsorventes e super-magnéticas (maior
suscetibilidade magnética), o que permite a sua fécil separacdo e recuperacdo de outros meios, mais
especificamente de 4gua tratada [29, 82]. Esta capacidade torna-se uma vantagem em relacdo a
processos como a filtragdo, uma vez que é mais econémico, seletivo e rapido [82, 83]. As
nanoparticulas magnéticas, com uma magnitude menor 2 a 3 vezes que as bactérias, tém um grande
potencial no reconhecimento e captura destas, distinguindo-se como um processo promissor e
inovador na purificacdo de agua [36, 84, 85]. Para ocorrer uma interacao especifica, as nanoparticulas
magnéticas podem ser funcionalizadas com anticorpos [86], aptameros [87], proteinas [88] e hidratos
de carbono [89]. Em alguns casos, quando a superficie funcionalizada das nanoparticulas entra em
contacto com a membrana celular das bactérias, as nanoparticulas podem destruir a membrana celular
das mesmas, matando-as. A eficiéncia de captura das bactérias depende da concentra¢do do nano-
adsorvente e do tempo de contacto das particulas com as bactérias, aumentando ambos com o
aumento da concentragao e do tempo. [90].

Ferrato é o termo genérico dado a classe de compostos de dxido de ferro magnéticos. Os
atomos de ferro podem ser substituidos por outros i6es metdlicos (MFe;04, em que M pode ser Mn,
Co, Cu, Ca, Zn, Mg e outros), sem alterar a sua estrutura de espinela [36, 91, 92]. Estes tipos de
nanoparticulas magnéticas distinguem-se devido as propriedades fortemente magnéticas, maior
resisténcia quimica a oxidacao e area superficial mais elevada quando comparadas com éxido de ferro
[93-95]. A geometria cubica dos ferratos espinelares consiste em dois tipos de zonas, zonas
tetraédricas e zonas octaédricas, que tém um papel importante no controlo das caracteristicas de
sorcdo [96].

Uma vez que estes materiais existem em abundancia na natureza, os custos da sua produgdo
tornam-se bastante acessiveis, trazendo grandes vantagens a nivel econémico [97]. Adicionalmente,

podem ser produzidos a partir de residuos industriais utilizando estratégias sustentaveis [96]. Contudo,
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estes materiais tendem a aglomerar, como resultado da sua elevada energia superficial, das for¢as Van
der Waals e interacGes magnéticas dipolares [98, 99]. Geralmente, as particulas podem ser reutilizadas
em varios ciclos, diminuindo ao longo do tempo a sua capacidade de sor¢ao. Mas, sendo regeneradas
ou nao, as particulas devem passar por um tratamento apropriado apds a sua utilizagdo, devido a sua
alta mobilidade e reatividade com outras espécies, podendo ser um risco a saida humana e ao

ambiente [96].

2.3. CONSEQUENCIAS DA UTILIZAGAO DE CAMPOS MAGNETICOS NA AGUA

Os efeitos na dgua devido a utilizagdo de um campo magnético para o seu tratamento ainda
ndo sdo completamente conhecidos [100]. As discrepancias nos resultados obtidos dos efeitos do
campo magnético na agua podem dever-se a diferentes métodos de aplicacdo deste, aguas com
diferentes tipos e concentracées de poluentes, temperatura, tempo de tratamento, entre outros [100,
101]. Em testes realizados Hosoda et al. [102] observou-se o aumento da tensdo superficial da dgua
apods o tratamento com um campo magnético. Alguns autores atribuiram esse efeito a estabilizagao
das ligacGes de hidrogénio na agua [103, 104]. Contudo, Amiri et al. [105] observaram a reducdo da
tensdo superficial, tendo atribuido a causa a existéncia de impurezas na 4gua e ndo ao campo
magnético.

Alabi et al. [100] realizaram testes para avaliar a influéncia da utilizacdo de um campo
magnético no potencial zeta. Valores altos deste resultam na repulsdo das particulas em solucdo na
agua, ndo existindo coagulacdo. Por outro lado, valores préximos de zero resultam na coagulagdo de
particulas. Parsons et al. [106] verificaram uma reducdo de 16% no potencial-zeta do carbonato de
calcio apés tratamento com um campo magnético, resultando em particulas maiores e abundantes.
Porém, existem estudos que sugerem que a indugdo de um campo magnético na agua nao tem
qualquer efeito no potencial zeta das particulas presentes [107]

Szcze et al. [108] descobriram que ndo s6 a indu¢do de um campo magnético resulta numa
reducdo da condutividade da dgua, como também ha um aumento de dgua evaporada antes e depois
da sua destilacdo. Pang et al. [109] acreditam que ha um aumento da condutividade da 4gua apds a
aplicagdo de um campo magnético [109].

Por outro lado, Biryukov et al. [110] reportaram, apds a aplicacdo de um campo magnético, o
aumento de oxigénio na agua, a formagdo de perdxido de hidrogénio em pequenas concentragdes,
processos cataliticos de oxidacdo de substancias organicas mais rapidos e o aumento da atividade

guimica do oxigénio dissolvido.
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2.4. PARAMETROS E CONDICOES INFLUENCIAVEIS DA AGUA E DOS MICRORGANISMOS NO
TRATAMENTO COM NANOPARTICULAS MAGNETICAS

A eficiéncia das particulas magnéticas na desinfecdo de aguas depende ndo sé da configuracdo
estrutural destas, mas também de parametros e condi¢cdes da dgua a ser tratada e dos diferentes
microrganismos a remover. Estudos mostram que a eficiéncia de captura das bactérias depende da
carga superficial, hidrofobicidade e da matriz das bactérias [85]. As bactérias apresentam uma
membrana com carga superficial predominantemente negativa, permitindo que a sua captura seja
realizada via interagdes electroestaticas. Assim, a forga idnica e o pH tém efeitos importantes na
captura dos microrganismos [85]. Huang et al. [85] demonstraram que variagdes no pH ndo
influenciaram a captura de Sarcina Lutea e Escherichia coli, mas por outro lado, para Pseudomonas
aeruginosa o pH 6timo de captura esta entre 4,0 e 11,0 e para Staphylococcus aureus entre 5,0 e 8,0.

As bactérias podem-se distinguir em dois tipos em relacdo a parede celular: bactérias gram-
positivas e gram-negativas. A maior parte das gram-positivas tém uma parede celular espessa,
composta maioritariamente por peptidoglicanos, ao contrario das gram-negativas, que contém uma
parede celular pouco espessa, mas contém uma membrana externa adicional [111]. Abdolmaleki et al.
[112] demonstraram que as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com poliamida com f —ciclo
dextrinas (CDPA — NPMs) foram eficientes na remocdo de bactérias gram-negativas (E. coli) e gram-
positivas (Bacillus cereus), tendo sido mais eficientes contra a gram-positiva. Xu et al. [113] observaram
que com baixas concentracbes de bactérias (menor ou igual a 1x10* UFC/mL) nas amostras de dgua a
remocdo destas com nanoparticulas magnéticas estabilizadas com hidrocloreto de polialilamina era
mais elevada (>99,5%) do que com altas concentragdes de bactérias, isto devendo-se a adsorgédo de
solidos suspensos e outros compostos organicos presentes na agua real. Adicionalmente, ndo ha
nenhuma correlagdo significativa observada entre o potencial zeta bacteriano e a adesdo de
nanoparticulas. Sendo assim, pode-se assumir que o potencial zeta ndo é um fator crucial na remocdo
destes microrganismos [113].

Huang et al. [85] demonstraram que com o aumento da concentra¢do de nanoparticulas
magnéticas a eficiéncia de remocdo das bactérias também aumenta até atingir um ponto de
estabilizacdo da eficiéncia de remocdo. El-Boubbou et al. [114] demonstraram que para tempos de
contacto mais elevados das particulas com as bactérias maior é a eficiéncia de remocao das bactérias.
Jin et al. [115] também reportaram que a eficiéncia de remoc¢do das bactérias era também mais
elevada para tempos de contacto mais elevados. Adicionalmente, mostraram que ha um ponto de
estabilizacdo para o tempo de contacto, ou seja, por mais que se aumente o tempo de contacto a

eficiéncia ndo aumentara. Os mesmos autores verificaram a influéncia que teria a presenca anides na
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suspensdo a tratar e concluiram que a presencga de nitratos e sulfatos ndo influencia a captura das
bactérias por parte das nanoparticulas (Fes04 funcionalizadas com brometo de cetiltrimetilaménio),
por outro lado, a presenca de silicatos e fosfatos influencia moderadamente a eficiéncia de remocao
das bactérias. A presenca de matéria organica foi testada adicionando diferentes concentragbes de
acido humico tendo sido observada uma reducdo da eficiéncia de remogdo dos microrganismos. Por
fim, Jin et al. [115] verificaram que, para as nanoparticulas anteriores, ao fim de 5 ciclos de reutilizagcdo
das particulas houve uma diminuigao da eficiéncia de remogdo de 99% para 83%.

Na Tabela 2 estdo apresentadas varias nanoparticulas magnéticas aplicadas em tratamentos
de dguas, a sua caracterizagao, as condi¢Oes dos ensaios e as respetivas eficiéncias de captura. Pode-
se constatar que a maioria dos materiais utilizados sdo 6xidos de ferro funcionalizados. Os testes foram
maioritariamente realizados com as bactérias E. coli, B. subtilis e B. cereus. Note-se que as eficiéncias
de remocdo das bactérias encontram-se, em grande parte, acima dos 90% com tempos de contacto

inferiores a 30 min.
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Tabela 2: Caracteristicas de ensaios realizados para diferentes nanoparticulas magnéticas presentes na literatura

T
, Concentragao empo s a L Métodos de Método de . A
Nanoparticulas de Eficiéncia de e ~ Propriedades Referéncia
o de NPMs caracterizagdo dos detec¢do de - . G e
magnéticas (NPMs) contacto captura (%) . . antibacterianas Bibliografica
(mg/mL) . NPMs microrganismos
(min)
TEM, EDX, XRD,
espectroscopia FTIR,
XPS, isotérmicas de
54,9 Enumeracdo de
adsorc¢do de azoto a -
Fes04 0,25 15 (Escherichia bactérias - [116]
196°C, potencial zeta,
coli) cultivaveis
propriedades
magnéticas
(magnetémetro)
NPMs
XRD, Espectroscopia
funcionalizadas com 97 (E. coli) Enumeracdo de
EDX, TGA,
poliamida com f§ — 50 240 98 (Bacillus bactérias - [112]
espectroscopia FTIR e
ciclo dextrinas cereus) cultivaveis
espectroscopia H-NMR
(CDPA — NPMs)
45 88 (E. CO/f) XRD. TEM. TGA Enumeragéo de
Glico-NPMs 2 o células por N3o [114]
5 65 (E. coli) espectroscopia FTIR Microscopia de

Fluorescéncia

19



Desenvolvimento de tecnologia para purificacéo de agua através do uso de nanomateriais

~ Tempo ., ,
, C t d o L Métodos d Método d . -
Nanoparticulas oncentragao de de Eficiéncia de € o. °S~ y € °~° N Propriedades Referéncia
.. NPMs caracterizagdo dos detecao de . . e g
magnéticas (NPMs) contacto captura (%) . . antibacterianas Bibliografica
(mg/mL) . NPMs microrganismos
(min)
93,8 (E. coli, Turbidimetria e
0,5 10
NPMs funcionalizada Sarcina Lutea) TEM, espectroscopia Enumeracdo de -
[85]
com amina FTIR bactérias
1 1 97 (E. coli)
cultivaveis
93,4
(Staphylococcus
aureus)
TEM, EDX, XRD, XPS,
97,4 (Bacillus
espectroscopia FTIR,
subtilis) Enumeracdo de
anadlise superficial BET,
Fes0,—SiO>—NH; 3 1 95,1 (E. coli) bactérias - [117]
testes de propriedades
90,08 cultivaveis
magnéticas e potencial
(Pseudomonas
zeta
aeruginosa)
90,1
(Salmonella)
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. Tempo , ,
Nanoparticulas Concentracdo de de Eficiéncia de Metc>.dos~de Me"°'ﬁ'° de Propriedades Referéncia
L. NPMs caracterizagao dos detegdo de . . v g
magnéticas (NPMs) contacto captura (%) . . antibacterianas Bibliografica
(mg/mL) . NPMs microrganismos
(min)
TEM, EDS, XRD,
espectroscopia FTIR,
XPS, isotérmicas de
Enumeracdo de
Compédsitos de NPMs adsorgdo de azoto a
0,25 15 93,1 (E. coli) bactérias Sim [116]
FesO./grafeno -196°C, potencial zeta,
cultivaveis
propriedades
magnéticas
(magnetometro)
Turbidimetria e
NPMs estabilizadas
Enumeracdo de
com hidrocloreto de 0,1 10 99,5 (B. subtilis) - N3o [113]
bactérias
polialilamina
cultivaveis
Enumeracgao de
TEM, HRTEM, STEM-
células por
AgFe,0; 0,128 30 >99 (E. coli) HAADF, XPS, Andlise Sim [118]

magnética

Microscopia de

Fluorescéncia
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. Tempo , ,
Nanoparticulas Concentracdo de de Eficiéncia de Metc>.dos~de Me"°'ﬁ'° de Propriedades Referéncia
L. NPMs caracterizagao dos detegdo de . . v g
magnéticas (NPMs) contacto captura (%) . . antibacterianas Bibliografica
(mg/mL) . NPMs microrganismos
(min)
Turbidimetria e
=~ 25 (E. coli) Enumeracdo de
Fes04Zn0 0,4 360 XPS, SEM, TEM Sim [119]
~ 65 (S. aureus) bactérias
cultivaveis
XRD, TEM,
Fes0, funcionalizada
2 1440 35 (E. coli) espectroscopia FTIR, - Sim [90]
com acido succinico
potencial zeta, DLS
XRD, TEM,
Fes0,4 funcionalizada
3 ? 2 1440 45 (E. coli) espectroscopia FTIR, - Sim [90]
com acido
I potencial zeta, DLS
dimercaptossuccinico
XRD, TEM,
Fes0, funcionalizada
2 1440 55 (E. coli) espectroscopia FTIR, - Sim [90]

com Etilenodiamina

potencial zeta, DLS
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3

MATERIAIS E METODOS

3.1. SINTESE DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Neste trabalho foram sintetizadas 7 nanoparticulas magnéticas diferentes com o objetivo de

posteriormente testar e comparar as suas eficiéncias na remocao de bactérias da agua.

3.1.1. SINTESE DE PARTICULAS Fe203(FeQ)

As nanoparticulas magnéticas Fe,Os; foram preparadas através do método de co-precipitacdo
[120]. Inicialmente, preparou-se 500 mL de uma solugdo 1,5 M NaOH e 50 mL de uma solugdo 2 M HCl.
De seguida, dissolveram-se 40 mmol de FeCl5.6H,0 e 20 mmol de FeCl,.4H,0 na solu¢ao de HCI. Esta
solucdo foi adicionada gota-a-gota a solucdo de NaOH sob agitacdo. Formou-se imediatamente um
precipitado de cor preta e a agitacao foi mantida continuamente por mais 30 min. Apds esse tempo
de agitacdo, com o auxilio de um iman, separou-se o precipitado da solucdo e lavou-se o precipitado
com 4agua destilada até a dgua de lavagem ter um pH neutro. Finalmente, o produto final obtido foi

levado para uma estufa a 100 °C até secar e moeram-se as particulas usando um almofariz e pildo.

3.1.2. SINTESE DE PARTICULAS MnFe204 (MnFeQ)

As nanoparticulas magnéticas MnFe,0, foram preparadas através do método de co-
precipitagao [121]. Inicialmente, preparou-se 400 mL de uma solugdo 3 M NaOH e 10 mL de uma
solucdo 0,5 M HCI. De seguida, dissolveu-se 40 mmol de FeCls.6H,0 em 80 mL de dgua destilada e 20
mmol de Mn0,S.H,0 na solucdo de HCI. Aqueceram-se ambas as solu¢Ges a uma temperatura de 50 °C
e posteriormente misturaram-se. Aqueceu-se a 100°C e agitou-se a solucdo de NaOH e
posteriormente juntou-se a solucdo preparada anteriormente gota-a-gota. Apds a mistura, deixou-se
em agitacdo durante 2 h a 100 °C e, finalmente, deixou-se arrefecer a mistura até a temperatura

ambiente. No fim, com o auxilio de um iman, separou-se o precipitado da solucdo e lavou-se o
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precipitado com agua destilada até a agua de lavagem ter um pH neutro. O produto final obtido foi

levado para uma estufa a 100 °C até secar e moeram-se as particulas usando um almofariz e pildo.

3.1.3. SINTESE DE PARTICULAS CoFe204 (CoFeQ)

As nanoparticulas magnéticas CoFe,0, foram preparadas através do método de co-
precipitacdo [121]. Inicialmente, preparou-se 400 mL de uma solucdo 3 M NaOH e 10 mL de uma
solugdo 0,5 M HCI. De seguida, dissolveu-se 40 mmol de FeCl;.6H,0 em 80 mL de dgua destilada e 20
mmol de Co(NOs); na solugdo de HCl. Aqueceram-se ambas as solugbes a 50 °C e posteriormente
misturaram-se. Aqueceu-se a 100 °C e agitou-se a solucdao de NaOH e posteriormente juntou-se a
solucdo preparada anteriormente gota-a-gota. Apds a mistura, deixou-se em agitacdo durante 2 h a
100 °C e, finalmente, deixou-se arrefecer a mistura até a temperatura ambiente. No fim, com o auxilio
de um iman, separou-se o precipitado da solucdo e lavou-se o precipitado com dgua destilada até a
agua de lavagem ter um pH neutro. O produto final obtido foi levado para uma estufa a 100 °C até

secar e moeram-se as particulas usando um almofariz e pilao.

3.1.4. SINTESE DE PARTICULAS CuFe204(CuFeQ)

As nanoparticulas magnéticas CuFe;O, foram preparadas adaptando o método de co-
precipitacdo [121] usado na preparac¢do das particulas MnFe;04 e CoFe;04. Inicialmente, preparou-se
400 mL de uma solugdo a 3 M NaOH e 10 mL de uma solugdo 0,5 M HCI. De seguida, dissolveu-se 40
mmol de FeCl;.6H,0 em 80 mL de dgua destilada e 20 mmol de Cu(NOs),.3H,0 na solugdo de HCl.
Agueceram-se ambas as solucdes para uma temperatura de 50 °C e posteriormente misturaram-se.
Aqueceu-se a 100 °C e agitou-se a solugao de NaOH e posteriormente juntou-se a solugao preparada
anteriormente gota-a-gota. Apds a mistura, deixou-se em agita¢do durante 2 h a 100 °C e, finalmente,
deixou-se arrefecer a mistura até a temperatura ambiente. No fim, com o auxilio de um iman, separou-
se o precipitado da solugdo e lavou-se o precipitado com agua destilada até a agua de lavagem ter um
pH neutro. O produto final obtido foi levado para uma estufa a 100 °C até secar e moeram-se as

particulas usando um almofariz e pilao.
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3.1.5. SINTESE DE PARTICULAS Fe2Os COM CARVAO ATIVADO (CoMPOSITO FeO/CA)

Os compésitos de nanoparticulas magnéticas de Fe,0s3 e carvao ativado foram preparadas
através do método de co-precipitacdo descrito na sec¢do 3.1.1. adicionando 3 g de carvao ativado a
solucdo de NaOH durante a fase de agitacdo magnética antes da formacdo do precipitado. O carvao
ativado usado foi um carvao ativado comercial, NORIT GAC 1240, fornecido pela Norit com uma area

superficial especifica de 824 m?/g.

3.1.6. SINTESE DE PARTICULAS Fe3z04REVESTIDAS COM MATERIAL DE CARBONO POR CVD (CFeO@CVD)

Utilizando as particulas Fe,0s3 ja preparadas, procedeu-se ao seu revestimento com carbono
através da técnica de deposi¢dao quimica em fase vapor (do inglés chemical vapour deposition - CVD)
(adaptado de [122]). Para tal, numa primeira fase agueceu-se a amostra a uma temperatura de 400 °C
numa corrente gasosa de hidrogénio (H,) e azoto (N,), com uma rampa de aquecimento de 5 °C/min,
a temperatura permaneceu nos 400 °C durante 2 h. Na segunda fase, aqueceu-se a amostra até 750 °C,
com uma rampa de aquecimento de 5 °C/min. Quando se atingiu a temperatura pretendida, trocaram-
se 0s gases anteriores para hidrogénio e etano (C;Hg), durante 2 h nesta temperatura. Finalmente,
procedeu-se ao arrefecimento apenas usando azoto. Na Figura 2 esta representado um esquema de
aquecimento para o crescimento de carbono por CVD com etano, com os caudais utilizados para cada

gas em cada fase de aquecimento.

Rampa = 5°C/min I T=750°C |

- | .
I Qu,=10cm/min |

IQc,1,=25¢cm' /min |

|
IDura(;éo =2h

Qn,=50¢m’/min

=20¢cm’/min

Qn,
Qu,=20 cm’/min

I
I
I
|
I
Duragdo=2h |
I
ki

Figura 2: Esquema para o crescimento de carbono por CVD com etano a

temperatura de 750 °C
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3.1.7. SINTESE DE PARTICULAS Fe3sO4REVESTIDAS COM MATERIAL DE CARBONO DOPADO COM AZOTO POR
CVD (N-CFeO@CVD)

Utilizando as particulas Fe,0s ja preparadas, procedeu-se ao seu revestimento com material
de carbono dopado com azoto através da técnica de deposicdo quimica em fase vapor (CVD), usando
o mesmo procedimento descrito na sec¢do 3.1.6. A Unica alteracdo prende-se com a substituicdo do

hidrogénio por amdnia (NHs) na segunda fase do tratamento térmico (750 °C).

3.2. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

3.2.1. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada, para todas as nanoparticulas magnéticas
sintetizadas, utilizando o modelo Netzsch STA 409 Luxx® de analisador térmico e a aquisicdo de
resultados foi obtida através do software Proteus Thermal Analysis. As analises foram realizadas sob
um caudal de hélio com uma rampa de 10 °C/min com uma gama de temperatura de 50 a 900 °C e
com dois passos isotérmicos: 7 min com hélio e 13 min com ar. Esta analise teve como objetivo avaliar
as propriedades térmicas dos materiais em funcdo da temperatura observando a variacdo de massa

destes.

3.2.2. ADSORCAO DE AZOTO A -196 °C

A caracterizagdo textural dos materiais foi determinada com base nas isotérmicas de equilibrio
de adsorcdo do azoto (N;) a -196 °C. As isotérmicas foram realizadas no equipamento Quantachrome
NOVA 4200e. Foram pesados, aproximadamente, 100 mg de amostra de cada material sintetizado e,
seguidamente, cada amostra foi desgaseificada, no equipamento, durante 3 h a 150 °C. Apds a
desgaseificacdo, obteve-se a massa da amostra através da diferenca da massa total da amostra e da
célula depois e antes da desgaseificacdo. Finalmente, as células com as amostras foram colocadas num
banho contendo azoto liquido. As areas superficiais especificas (sger) foram calculadas numa gama de

pressao relativa entre 0,05 e 0,3 pelo método BET.

3.2.3. REDUCAO A TEMPERATURA PROGRAMADA (TPR)

A andlise de reducdo a temperatura programada (TPR) determina o estado de reduc¢do dos
metais em estudo. Este método permite a monitorizagdo continua das reag¢des de redugdo

consecutivas das espécies com a variacdo da temperatura [123, 124]. As analises de TPR foram
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realizadas usando o equipamento AMI-200 (Altamira Instruments). Uma amostra (100 mg) foi
aquecida com uma rampa de 5 °C/min até aos 700 °C sob um caudal de 5% (v/v) de H; diluido em ar
(caudal total de 30 cm? (STP)/min). O consumo de H, foi quantificado por um detetor de condutividade

térmica (TCD).

3.2.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As imagens de TEM foram realizadas na Unidade de Microscopia Eletrénica da Universidade
de Tras os Montes e Alto Douro no microscépio LEO 906E operando com uma tensao de aceleragdo de
120 kV. Estas analises foram realizadas com o objetivo de obter informagdo da estrutura das

nanoparticulas magnéticas.

3.2.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (SEM) / ESPECTROSCOPIA DE RAIOS - X POR

DISPERSAO EM ENERGIA (EDS)

A andlise de SEM / EDS foi realizada utilizando o Microscépio Eletrénico de Varrimento
ambiental, de alta resolugdo (Schottky), com Microanalise por Raios-X e Andlise de Padrdes de Difragdo
de Eletrdes Retro difundidos: Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M. Esta técnica de
caracterizacdo é geralmente utilizada para obter imagens tridimensionais da morfologia externa dos

materiais, assim como a composicao destes.

3.3. REMOGAO DE CELULAS BACTERIANAS EM ENSAIOS EM REATOR FECHADO

Nestes ensaios procurou-se averiguar e otimizar a eficiéncia das nanoparticulas produzidas na

remocdo de células de suspensdes bacterianas.

3.3.1. PREPARACAQO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

As estirpes Escherichia coli (DSM 1103) e Staphylococcus aureus (DSM 1104) foram cultivadas
em meio sélido Plate Count Agar durante 20 h a 30 °C e 24 h a 37 °C, respetivamente. Apds o periodo
de incubagdo, prepararam-se suspensdes em solugdo salina estéril (0,85% NaCl) com densidades
celulares de 108 UFC/mL, correspondendo a valores de densidade é6tica de, aproximadamente, 0,1 (610
nm) para E. coli e de 0,13 (600 nm) para S. aureus. Seguidamente, foram realizadas duas diluicdes
seriadas de 10 de modo a obter uma suspens3o bacteriana com uma densidade de 10° UFC/mL, uma
vez que este é o valor padrao indicado para ensaios de desinfecdo bacteriana, sendo esta a suspensao

bacteriana de trabalho [124].
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3.3.2. ENSAIOS EM REATOR FECHADO

Todo o material foi autoclavado antes de ser utilizado de modo a evitar qualquer tipo de
contaminacgdo ou erro nos resultados e as particulas foram esterilizadas utilizando uma estufa a 160 °C,
durante 1 h. Apés realizadas as diluicdes da suspensdo bacteriana inicial, 10 mL de suspensdo
bacteriana de concentra¢cdo 10° UFC/ml foram adicionados a um matraz de 100 mL onde se
encontravam as nanoparticulas magnéticas estéreis. Logo de seguida, a mistura no matraz
(Erlenmeyer) foi colocada em agitacdo orbital a 150 rpm, sem qualquer contacto com luz exterior. Apés
um determinado tempo de agitacdo, com o auxilio de um iman as particulas foram separadas da
suspensdo e foi retirado 1 mL de amostra para enumerar as células em suspensdo (Figura 4). Como

controlo usou-se a mesma suspensdo bacteriana na auséncia de nanoparticulas magnéticas.

3.3.3. ENUMERACAO DAS CELULAS CULTIVAVEIS

Para avaliar a eficiéncia de cada tipo de nanoparticula na remocao celular, enumeraram-se as
células cultivaveis na suspensdo inicial (t0) e apds diferentes tempos de contacto (t min).

Para enumerar as células cultivaveis no TO as suspensdes bacterianas iniciais foram diluidas
serialmente até a dilui¢do 10, usando 1 mL de amostra e 9 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril;
realizaram-se espalhamentos em PCA para as 3 ultimas diluicdes, como exemplificado na Figura 4. A
mesma metodologia foi usada para enumerar as células cultivaveis apés diferentes tempos de
contacto (Figura 4). Os espalhamentos nas placas foram feitos em duplicado com exce¢do da placa
com uma dilui¢do correspondente de 10 da amostra inicial no matraz, que foram feitos em triplicado,
devido a estas placas terem sido as que serviram de comparacao das UFC antes e apds o tratamento
com nanoparticulas magnéticas. Para a dgua real, retirada de um pogo situado na cidade de Vila Nova
de Gaia, foram efetuadas, tanto para a amostra inicial e apdés o tratamento, 4 diluicdes e 5
espalhamentos comecando na diluicdo 10 até a diluicdo 10°. Os espalhamentos nas placas foram
todos feitos em duplicado. Utilizaram-se as condigdes de incubagdo descritas na secgdo 3.3.1. As UFC
foram enumeradas apds o periodo de incubacdo. A eficiéncia de remocdo das bactérias da suspensao
apos tratamento foi calculada a partir da seguinte equagao:

UFCinicial_ UFCfinal

Eficiéncia de remogdo das bactérias (%) = —Zkr——"—x 100
inicial
mL
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Para calcular a redugdo log apds o tratamento com as nanoparticulas recorreu-se a seguinte

equacao:

- UFC UFC
Redugdo log = Loginicial (E) — Logfinai (7))
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Figura 3: Exemplo ilustrativo dos ensaios realizados em reator fechado
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3.3.4. PARAMETROS TESTADOS

3.3.4.1. ENSAIOS DE CONTROLO

Foi realizado um ensaio de controlo seguindo o procedimento referido anteriormente com
excecdo da presenga das nanoparticulas magnéticas no matraz. As condi¢Ges deste ensaio

apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 3: CondigGes de operagdo dos ensaios de controlo

Parametros dos ensaios CondigOes de operagao
Bactéria E. coli

Agitacdo Orbital a 150 rpm
Tempo de agitagao 15 min

Foram também efetuados 3 controlos ao pH apds a adicdo das nanoparticulas FeO, CuFeO e N-
CFeO@CVD, de modo a aferir se havia alteracdo no pH da suspensdo bacteriana apds o contacto com

as nanoparticulas magnéticas.

3.3.4.2. COMPARAGCAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Foram realizados ensaios para cada tipo de nanoparticula magnética sintetizada, na Tabela 4
encontram-se as condicGes de operacao. Todos os ensaios foram realizados em duplicado exceto para

FeO, que foram realizados em triplicado.

Tabela 4: CondigGes de operagao dos ensaios de comparagao dos materiais

Parametros dos ensaios CondigOes de operagao
Bactéria E. coli

Agitacao Orbital a 150 rpm
Tempo de agitacdo 15 min

FeO, CuFeO, CoFeO, MnFeO,
NPMs Compésito FeO/CA, CFeO@CVD
e N-CFeO@CVD

Concentragdo de NPMs 12 mg/mL
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3.3.4.3. CINETICA DE REMOGAO DE E. coLl

Estes ensaios tiveram como objetivo determinar o comportamento, ao longo do tempo, das
nanoparticulas FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD em contacto com a bactéria E. coli. Para tal escolheram-se
7 tempos de contacto diferentes para as particulas FeO e 6 para as restantes particulas.

As condicOes de operacdo dos ensaios realizados apresentam-se Tabela 5.

Tabela 5: CondigGes de operag¢do dos ensaios de cinética de remogao

Parametros dos ensaios Condigdes de operacao
Bactéria E. coli
Agitacao Orbital a 150 rpm
NPMs FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD
Concentragdo de NPMs 12 mg/mL

Tempos de agitacio 30s;1,2,5,10, 15 e 30 min

3.3.4.4. INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DE NPMs NA REMOCAO DE E. coLl

Estes ensaios tiveram como objetivo determinar a cinética de remocao de E. coli variando a
concentracao de catalisador para um tempo de contacto e agitacdo fixo. Por conseguinte, a bactéria
E. colifoi exposta a 7 concentragGes de NPMs diferentes. Foi escolhido 1 min para o tempo de agitacdo
visto que se pretendia obter resultados para tempos mais reduzidos. As condi¢des de operagao

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: CondigGes de operagdo dos ensaios de influéncia da concentragdo de NPMs na remogao de E. coli

Parametros dos ensaios CondigOes de operacao
Bactéria E. coli

Agitacao Orbital a 150 rpm

Tempo de agitacdo 1 min

NPMs FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD
Concentracdo de NPMs 4;8;12; 16; 20; 30 e 50 mg/mL
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3.3.4.5. COMPARAGAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA A E. COLI (GRAM-NEGATIVA) COM S. AUREUS
(GRAM-POSITIVA) E UMA AGUA REAL

Foram realizados ensaios com dois tipos de bactérias diferentes, bactérias gram-negativas (E.
coli) e bactérias gram-positivas (S. aureus) e uma agua real de um poco situado na cidade de Vila Nova
de Gaia, com o objetivo de avaliar possiveis diferencas nas eficiéncias de remog¢ado das bactérias para
cada catalisador. As condi¢Ges dos ensaios para a bactéria S. aureus e dgua real estdo expostas na
Tabela 7, os ensaios com E. coli foram realizados nas mesmas condi¢Ges com o objetivo de se comparar
resultados. Para a dgua real sé foram realizados ensaios com FeO e CuFeO com um tempo de incubagao

de 2 dias em meio PCA, com incubacdo a 30 °C.

Tabela 7: CondigGes de operagao dos ensaios de comparagao da bactéria S.aureus

Parametros dos ensaios CondigOes de operagao
Bactéria S. aureus

Agitacdo Orbital a 150 rpm

Tempo de agitacao 1 min

NPMs FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD
Concentracdo de NPMs 50 mg/mL

3.3.4.6. ENSAIOS DE REUTILIZACAO DAS PARTICULAS FEO E CUFEO

Foram realizados ensaios de reutilizagdo das particulas que apresentaram melhores eficiéncias
de remocdo. A diferenga no procedimento em relagdo aos restantes ensaios em reator fechado esteve
na reutilizagdo dos catalisadores. Com o auxilio de um iman, imobilizaram-se as particulas, permitindo
a separacado da suspensao bacteriana para outro matraz e a reutilizacdo do matraz inicial. Foram
efetuadas duas reutilizagdes sem que as particulas entre as reutilizages sofressem qualquer tipo de

tratamento. Na Tabela 8 apresentam-se as condi¢des de operagado dos ensaios de reutilizacdo.
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Tabela 8: CondigGes de operagdo dos ensaios de reutilizagdo das particulas (FeO para S. aureus e CuFeO para E. coli)

Condig¢Oes de operagao do Condigdes de operacao do
Parametros dos ensaios

ensaio com FeO ensaio com CuFeO
Bactéria S. aureus E. coli
Agitacao Orbital a 150 rpm Orbital a 150 rpm
Tempo de agitagao 1 min 1 min
Concentracdo de NPMs 50 mg/mL 50 mg/mL
NPMs FeO CuFeO

3.4. REMOGCAO DE CELULAS BACTERIANAS EM ENSAIOS EM REATOR CONTINUO

Nestes ensaios procurou-se averiguar e otimizar a eficiéncia das nanoparticulas FeO na
remogao de células de uma suspensdo bacteriana de E.coli e de uma dgua real de um pogo situada na

cidade de Vila Nova de Gaia.

3.4.1. PREPARACAO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

A suspensdo bacteriana de E.coli foi preparada de acordo com o subcapitulo 3.3.1 do capitulo

anterior.

3.4.2. ENSAIOS EM CONTINUO

Todo o material foi autoclavado antes de ser utilizado de modo a evitar qualquer tipo de
contaminagdo ou erros nos resultados.

Para a realizacdo destes ensaios, procedeu-se ao dimensionamento de um reator em continuo,
usando uma coluna (Omnifit) e uma bomba peristaltica. Procedeu-se aos calculos das dimensdes do
reator de modo a obter o tempo de contacto das particulas com a suspensao bacteriana desejado, o
caudal da suspensdo bacteriana e a concentracdo de particulas a utilizar de modo a ser possivel
comparar com os ensaios realizados em reator fechado. Todos os célculos realizados encontram-se em
anexo (Anexo A1l). Cada ensaio em continuo foi realizado durante um periodo total de 3 h, com uma
periodicidade de amostragem de 15 min e um tempo de contacto de 1 min entre a suspensao
bacteriana e as particulas. Foi utilizada uma concentracdo de nanoparticulas FeO de 1 g.min/mL.

Na Figura 4, pode-se observar uma imagem do procedimento experimental dos ensaios em

continuo. As setas mostram o fluxo da dgua real e da suspensdo bacteriana.
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Figura 4: Imagem do procedimento realizado para os ensaios de reator em continuo: (a) reator, b) bomba

peristaltica, c) suspensao bacteriana antes do tratamento

3.4.3. ENUMERACAO DAS CELULAS CULTIVAVEIS

Para avaliar a eficiéncia de cada tipo de nanoparticula na remocgao celular, enumeraram-se as
células cultivaveis na suspensao inicial (t0) e apds diferentes tempos de contacto (t min). Para a
amostra inicial da suspensado bacteriana de E. coli as diluigdes e os espalhamentos foram realizados de
acordo com o subcapitulo 3.3.3. do capitulo anterior tal como para a agua real que também se
encontra nesse subcapitulo.

A eficiéncia de remocao das bactérias da suspensao apds tratamento e a reducdo em log foram

calculadas a partir das equacgdes do subcapitulo 3.3.3. do capitulo anterior.
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3.4.4. PARAMETROS TESTADOS

3.4.4.1. ENSAIO EM CONTINUO COM UMA SUSPENSAO BACTERIANA DE E. coLI

As condicbes de operacdo deste ensaio apresentam-se na Tabela 9.

Tabela 9: CondigGes de operagdo do ensaio em continuo com uma suspensao bacteriana de E. coli

Parametros dos ensaios CondigOes de operacao
Bactéria E. coli

Tempo total do ensaio 180 min

Periodicidade de amostragem 15 min

NPM FeO

Massa de MNP 1lg

Caudal 1 mL/min

Tempo de contacto (1) 1 min

Concentracdo (Massa/Caudal) 1 g.min/mL
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3.4.4.2. ENSAIO EM CONTINUO COM UMA AGUA REAL

As condigBes de operagao deste ensaio apresentam-se na Tabela 10.

Tabela 10: Condig¢des de operagdo do ensaio em continuo com uma agua real

Parametros dos ensaios CondigOes de operagao
Microrganismos Heterotroéficos totais
Tempo total do ensaio 180 min

Periodicidade de amostragem 15 min

NPM FeO

Massa de MNP 5g

Caudal 5 mL/min

Tempo de contacto (1) 1 min

Concentragdo (Massa/Caudal) 1 g.min/mL

3.5. ENUMERACAO DAS CELULAS VIVAS E MORTAS

O Kit Live/Dead é um kit que permite visualizar as células bacterianas ao microscépio de
fluorescéncia distinguindo as células vivas das mortas. O kit é composto por dois corantes, verde e
vermelho, que conferem fluorescéncia as células. O corante verde intercala o ADN, concedendo cor a
todas as células. O corante vermelho sé concede cor as células que tém a membrana danificada. Assim,
pode-se assumir que as células com cor verde estdo vivas e as vermelhas estdo mortas.

Para este teste foram realizados ensaios em reator fechado de acordo com o procedimento
apresentado em 3.3.2. Este ensaio foi executado para as particulas FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD cada
uma em contacto com E. coli e S. aureus, em separado. A densidade da suspensao inicial de trabalho
foi de 10° UFC/mL. Foi utilizada uma concentracdo de catalisador de 12 mg/mL com 1 min de agitac3o.
Observaram-se ao microscopio as suspensdes bacterianas antes e apds o tratamento.

Apds o contacto das particulas com a suspensdo bacteriana procedeu-se a pipetagem de 4 mL
de suspensdo para posterior filtragem (para as amostras iniciais foi pipetado 1 mL de suspensdo
bacteriana) com membranas de porosidade de 0,2 um (Whatman) e um didmetro de 25 mm. Filtrou-

se essa suspensao e adicionou-se 250 ulL de corante verde e 50 ulL de corante vermelho, por forma a
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cobrir a superficie da membrana filtrante; tapou-se e deixou-se reagir durante 10 min. Apds esses 10
min filtrou-se a solucdo e procedeu-se a visualizacdo no microscopio.

A visualizacdo foi realizada com uma ampliacdo de 1000 x usando um microscépio de
fluorescéncia Nikon eclipse C1 com filtro simples para a mostra inicial de S. aureus; para as restantes
amostras utilizou-se um microscépio de fluorescéncia Leica DM LB2 com filtro duplo. Para visualizar as

imagens utilizou-se o software Lasv4.2.
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A

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

4.1.1. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica teve como objetivo avaliar as propriedades térmicas dos materiais

em funcdo da temperatura observando a variacdo de massa destes. Na Figura 5 pode-se observar 2

graficos que contém a variacdo de massa dos materiais em funcdo da temperatura e na Tabela 11

pode-se verificar os valores percentuais relativos a constituicdo massica dos diferentes materiais.
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Figura 5: Termograficos das nanoparticulas magnéticas FeO antes e apds o revestimento por CVD e

do compésito FeO/CA (a) e das NPMs CoFeO, CuFeO e MnFeO (b)

Observando a Figura 5 verifica-se que nos materiais sem carbono (FeO, CoFeO, MnFeO e
CuFeO) a perda de massa foi bastante reduzida quando comparada com os materiais com carbono
presente na sua constituicdo, o que ja seria de esperar tendo em conta a literatura [121]. Na Figura 5
a), encontra-se a comparacao das particulas de FeO originais e revestidas com material de carbono e
com material de carbono dopado com azoto e com o compdsito FeO/CA. A perda de massa para as
particulas de FeO foi de 4%, enquanto que para as particulas de CFeO@CVD e N-CFeO@CVD foi de
12% e 24%, respetivamente, concluindo-se que as particulas que foram revestidas com material de
carbono e carbono dopado com azoto continham, de facto, uma maior percentagem de carbono na
sua constituicdo. Ainda na mesma figura, pode-se observar um ligeiro aumento de massa dos materiais
preparados por CVD possivelmente devido a oxidacdo de fases reduzidas de Fe [125]. Adicionalmente,
houve uma acentuada redugdo da massa do compdsito FeO/CA no final da andlise o que demonstra
gue havia um alto teor de carbono presente nestas particulas.

A perda de massa foi muito reduzida para as particulas da Figura 5 b) sendo de 4% para CoFeO
e MnFeO e de 6% para CuFeO. Adicionalmente, pode-se observar que, para estes materiais, houve um

aumento de massa possivelmente devido a oxidagdao em contacto com ar que se encontrava em fluxo.
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Tabela 11: Constituicdo, em percentagem, das nanoparticulas magnéticas

Amostra Humidade (%) Volateis (%) Carbono (%) Metal (%)
FeO 0,1% 3,9% - 96,3%
CFeO@CVD 0,05% 3,0% 8,5% 88,4%
N-CFeO@CVD 0,3% 1,4% 21,9% 76,7%
Compdsito FeO/CA 0,1% 7,2% 44,9% 47,9%
CoFeO 0,2% 3,7% - 96,9%
MnFeO 0,2% 3,8% - 97,2%
CuFeO 0,3% 6,1% - 95,8%

A partir da Tabela 11, pode-se afirmar que os materiais sintetizados por CVD continham
carbono, assim como o compdsito de FeO com carvdo ativado (FeO/CA). No ultimo caso quase metade
da constituicdo das particulas era carbono e a outra metade, metal. Pode-se também observar que a
quantidade de carbono presente nas particulas N-CFeO@CVD era mais elevada do que a observada
nas particulas ndo dopadas com azoto. Todas as particulas tinham uma quantidade de 4dgua inferior a

1% e com menos 10% de massa de volateis em relagdo as suas massas totais.

4.1.2. ADSORCAO DE AZOTO A -196°C

A caracterizagdo textural, mais especificamente, as areas superficiais especificas (sger) foram

calculadas a partir do método BET e estdo presentes na Tabela 12.

Tabela 12: Caracterizagdo textural das nanoparticulas magnéticas

Amostra seer (M?/g)

FeO 116
CuFeO 197
MnFeO 126
CoFeO 189
Compdsito FeO/CA 597
CFeO@CVD 4

N-CFeO@CVD 13
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Observando a tabela anterior, pode-se constatar que as nanoparticulas magnéticas tinham
areas superficiais especificas compreendidas entre 116 e 197 m?/g, com excec3o das nanoparticulas
magnéticas com carv3o ativado. Estas Ultimas tinham uma sger, muito elevada (597 m?/g) quando
comparadas com as anteriores. A elevada area superficial deve-se a presenca do carvao ativado no
compdsito que apresenta uma drea de 824 m?2/g. Apds o revestimento com material de carbono e
carbono dopado com azoto através de CVD, a area superficial diminuiu [126], indicando que esse
revestimento diminui significativamente a area superficial do material inicial (Fe20s) devido a elevada

temperatura usada durante o processo de CVD.

4.1.3. REDUCAO A TEMPERATURA PROGRAMADA (TPR)

A andlise de redugdo a temperatura programada foi realizada com o objetivo de determinar a
temperatura de reduc¢do dos materiais em estudo. Como ja referido, o consumo de H; foi monitorizado
por um detetor de condutividade térmica.

Na Figura 6 a), é possivel observar os picos de reducdo caracteristicos das nanoparticulas
Fe>0s3. O primeiro pico ocorreu entre os 300 e os 400 °C e neste instante ocorreu a reducdo das
nanoparticulas de Fe;03 para Fes0,4[127]. Seguidamente, entre os 400 e os 700 °C, ocorreu o segundo
pico e neste houve uma reducdo sequencial de Fes0,4 para FeO e, finalmente, Fe® [122, 127]. Apds o
revestimento das particulas de Fe;0s pelo processo de CVD os dois picos referidos anteriormente nao
sdo possiveis de serem observados na figura, devido ao encapsulamento dos éxidos de ferro por

material de carbono [122].

FeO
- - - -CFeO@CVD
........... N-CFeO@CVD

a)

Sinal TCD (u.a.)

T
600 700

| T T
300 400 500

Temperatura (°C)

42



Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais

O
—

c)

80 MnFeO 80 CoFe0

60 60
© -
E <
= =

2 401 8 40-
5 -
2 T
Z £
2]

204 20

04 04

T T T v T T T T T T T v T T r T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

80 1 CuFeO 80 Composito FeO/CA

60 60 -
g 3
= =

2 40+ 0 40-
- E
©
g 5

20 20 1

0 04

T T T T T g T " T g T 4 T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 6: Perfil TPR das nanoparticulas magnéticas FeO antes e apds o revestimento por CVD

(a), MnFeO (b), CoFeO (c), CuFeO (d) e compésito FeO/CA (e)

Na Figura 6 b) é possivel observar a presenca de 3 picos de redugdo nas nanoparticulas MnFeO.
Para estas o processo de reduc¢do pode ser descrito como MnFe;0, ) MnFe;04.6 ) MnO-FeO ) a-Fe.
Também se pode observar que o primeiro pico (aproximadamente aos 350 °C) é mais pequeno que o
pico dos 400 aos 600 °C. Apds os 600 °C, no terceiro pico, a estrutura de MnFe,04 é destruida havendo
formacdo de Fe,0s. Assim, este material para além de conter MnFe;0,, também continha Fe;03 na sua
estrutura [128].

Na Figura 6 c) pode-se verificar a presenca de, essencialmente, dois picos, entre os 300 e os
500 °C. Isto é atribuido aos dois passos de reducdo de Co304 (Co304 ) CoO ) Co°) [129, 130]. Observa-
se outro pico, que atingiu o seu maximo aos 600 °C relacionado com a formacdo de magnetite (Fesz04)

para além da reducdo de Cos0, para Co° [130, 131].
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Na Figura 6 d) pode-se observar a existéncia de 2 picos de reducdo tal como acontece com o
perfil do FeO. O primeiro pico ocorreu entre os 200 e 400 °C onde ocorre a redugdo de CuFe,0,4 para
Cu® e Fe304. O segundo pico ocorreu entre 0s 400 e os 700 °C, neste intervalo de temperaturas ocorre
a reducdo das particulas Fe304 a Fe® [132].

Na Figura 6 e) observam-se 2 picos de redugao semelhantes aos observados no perfil das
particulas FeO (ver Figura 6 a)). Constata-se, assim, que entre os 300 e 400°C (primeiro pico) ocorreu
a reducdo de Fe,03 para F304 e no segundo pico, dos 400 aos 700°C houve uma reducao sequencial de

Fes0,4 para FeO e, finalmente, Fe® [127].

4.1.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As andlises TEM foram realizadas com o objetivo de obter informacgdo sobre a estrutura das
nanoparticulas magnéticas. Na Figuras 7 é possivel observar as imagens de TEM das particulas
magnéticas de FeO, particulas de FeO revestidas por material de carbono por CVD e particulas de FeO

revestidas por material de carbono dopado com azoto por CVD, respetivamente.

Figura 7: Imagens de TEM das particulas de FeO (a), CFeO@CVD (b) e N-CFeO@CVD (c)
Escala de 100 nm
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Para as particulas FeO, presentes na Figura 7 a), pode-se verificar que as particulas metadlicas
tinham uma forma esférica reduzida que ndo era bem definida, com tamanhos compreendidos,
aproximadamente, entre os 1 e os 30 nm.

Na Figura 7 b) é possivel observar que o metal estava encapsulado no interior das particulas,
pode-se assim constatar que as particulas magnéticas se encontravam revestidas por material de
carbono, tendo-se detetado a presenca de alguns nanotubos.

Na Figura 7 c) pode-se observar, igualmente, o metal no interior das particulas, podendo-se

constatar que as particulas magnéticas estavam revestidas por material de carbono dopado com azoto.

4.1.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (SEM) / ESPECTROSCOPIA DE RAIOS - X POR

DISPERSAO EM ENERGIA (EDS)

Recorreu-se a esta técnica de caracterizacao para obterimagens tridimensionais da morfologia

externa dos materiais, assim como a composicao destes.

@rorT0 mag O
CEMUP 1 000 x [15.0

Figura 8: Imagens de SEM de particulas FeO com uma maghnificagdo de 1000 x (a) e 20 000 x (b)

A partir da Figura 8, pode-se verificar que as particulas FeO eram bastante compactas. Eram

também particulas muito pequenas e finas. Com tamanhos compreendidos entre 1 e 50 um.
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Figura 9: Imagens de SEM de particulas CFeO@CVD com uma maghnificagdo de 1000 x (a) e 20 000 x (b)

Analisando as Figuras 9 e 10, pode-se constatar a presenca de material de carbono e do metal
Fe. Estas particulas eram bastante heterogéneas. Na figura 10 pode-se observar o espectro dos

constituintes da zona 1 e da zona 2 (Z1 e Z2).

ISupport-d8425\SharedData'20170614, Mariana CerdeiraEDS\ CEMUP  15keV FeO_CVD Z1 CEM
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Figura 10: Espectro EDS das particulas CFeO@CVD para a zona 1

(vermelho) e zona 2 (verde)

Numa imagem SEM com difracdo de electrGes retrodifundidos, as zonas mais claras, neste caso

a zonaZ1, sdo referentes ao metal devido ao seu maior nimero atémico. Pelo contrario, as zonas mais
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escuras sao as zonas que contém carbono. Isto pode ser demonstrado pelo espectro da Figura 10, onde

se pode ver que a zona 1 apresenta bastante mais Fe que a zona 2.

Figura 11: Imagens de SEM de particulas N-CFeO@CVD com uma magnificacdo de 1000 x (a) e 20 000 x (b)

Na Figura 11, nota-se que apds o tratamento por CVD, as particulas resultantes, particulas FeO
revestidas com material de carbono, ficaram maiores. Na Figura 11 b) também se pode verificar a
presenca de nanotubos de carbono e o Fe envolvido por carbono. Nota-se que ha partes do metal ndo

recobertas pelo carbono.

mode | det | WD

*" WD | —————100pm

CEMUP 1000 x |15.00 kV|Z Cont| BSED [10.4 mm | FeO AC V. SE ‘ETD:‘IO 5 mm

Figura 12: Imagens de SEM das particulas compésitas FeO/CA com uma magnificacdo de 1000 x (a) e 20 000 x (b)
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Na Figura 12, pode-se verificar que o compdsito FeO e carvao ativado era muito heterogéneo,

encontrando-se por vezes metal revestido por carbono ou o contrario, ou seja, carbono revestido pelo

metal.
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ag e — 100 ym ————
1000 3 MnFeO

HV  [mode[det| WD [
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Figura 13: Imagens de SEM de particulas MnFeO com uma maghnifica¢do de 1000 x (a) e 20 000 x (b)

Na figura anterior (Figura 13) ndo foi possivel distinguir de forma clara os metais Fe e Mn
devido a proximidade dos seus numeros atémicos. Apesar de algumas partes terem tonalidades
diferentes, o espectro EDS ndo revelou diferencas significativas, podendo-se considerar esta amostra

como uma amostra muito homogénea.

o L Fud NS 7SN . L. WP TWES
ool mag HV mode | det | WD e— 1 1111]
CEMUP 1 000 x [15.00 kV| SE |ETD 9.8 mm CoFeQ

Figura 14: Imagens de SEM de particulas CoFeO com uma magnificagao de 1000 x (a) e 20 000 x (b)
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Tal como acontece na Figura 13, na Figura 14 ndo se notam diferencas significativas nos metais

devido a proximidade dos nimeros atémicos. E também uma amostra bastante homogénea.

T O] HY |mode| det | WD | ———————5um
CEMUP 20 000 x15.00 kV Z Cont| BSED |10.3 mm CuFeO

Figura 15: Imagens de SEM de particulas CuFeO com uma magnificagdo de 1000 x (a) e 20 000 x (b)

Na figura 15 b) pode-se verificar a existéncia de 2 zonas, zona Z1 e zona Z2, a zona Z1 (mais
clara corresponde ao cobre, por outro lado a zona mais escura, zona Z1, corresponde ao ferro. Pode-

se constatar que esta amostra era bastante heterogénea.
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Figura 16: Espectro EDS das particulas CuFeO para a zona 1

(vermelho) e zona 2 (verde)
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A partir do espectro EDS da Figura 16, pode-se verificar o que ja foi anteriormente referido, a
zona mais clara (zona Z1), corresponde a uma zona com mais cobre e a zona mais escura (zona Z2),

corresponde a uma zona com mais ferro.

4.2. REMOCAO DE CELULAS BACTERIANAS EM ENSAIOS EM REATOR FECHADO

4.2.1. ENSAIOS DE CONTROLO

No ensaio de controlo realizado sem nanoparticulas magnéticas e com um tempo de agitacao
e contacto de 15 min obteve-se uma eficiéncia de remogdo de 0,26% e uma reduc¢do de 0,005 log.
Para o controlo do pH verificou-se que a adicao de particulas nao influenciou o pH mantendo-

se neutro (igual a 7). A Figura A3.1 presente no Anexo A3 mostra o controlo efetuado.

4.2.2. COMPARACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Este estudo teve como objetivo determinar as nanoparticulas magnéticas sintetizadas que
apresentam maior eficiéncia de remocdo das bactérias. O controlo também se encontra representado

no grafico de barras.
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Figura 17: Remogdo (%) (a) e redugdo em log (b) de E. coli para cada tipo de NPM sintetizada
Todos os ensaios foram realizados em duplicado exceto para FeO, que foram realizados em triplicado
Paradmetros experimentais: concentragdo = 12 mg/mL; tempo de contacto = 15 min

Na Figuras 17 sdo apresentados os valores de remocdo de E. coli em percentagem e em
reducdo log, com o desvio médio para cada valor. As nanoparticulas magnéticas com maior eficiéncia
na remocao de células vidveis de E. coli foram as particulas FeO e N-CFeO@CVD. Seguidamente, foram
as particulas de MnFeO e CuFeO que apresentaram maior eficiéncia. As particulas com menor
eficiéncia foram as CFeO@CVD, com eficiéncias abaixo dos 90%, correspondendo a valores menores
do que 1 log de remocao.

Assim, as particulas escolhidas para estudos de otimizacdo foram as particulas FeO, N-
CFeO@CVD e as particulas de CuFeO. As particulas constituidas por cobre embora tenham tido menor
eficiéncia de remocao das bactérias que as particulas MnFeO foram escolhidas devido a toxicidade que

o cobre tem sob as bactérias [133].

4.2.3. CINETICA DE REMOCAO DE E. coLl

Estes ensaios tiveram como objetivo determinar o comportamento, ao longo do tempo, das

nanoparticulas anteriormente selecionadas em contacto com a bactéria E. coli.
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A primeira cinética de remocdo a ser realizada foi com as particulas de FeO. Neste ensaio
analisaram-se 7 tempos de contacto, até um tempo maximo de 30 min. Tendo-se chegado a conclusdo
que a diferenca na eficiéncia de remocao das bactérias nao era significativa a partir dos 5 min,
estabilizando nesse ponto, para as restantes particulas (CuFeO e N-CFeO@CVD) o ponto de 30 min ndo
foi analisado, visto que o objetivo era obter a maior eficiéncia de remogao das bactérias no menor
tempo possivel. Na Figura 18 pode-se observar a cinética de remocdo para as particulas FeO em

percentagem de remoc¢do e em reducdo em log.
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Figura 18: Cinética de remogado (%) e redugdo em log de E. coli por FeO
Para os 2 e 15 min os ensaios foram realizados em triplicado, para os 10, 5 min e 30 s os ensaios foram realizados
em duplicado, para 1 e 30 min sé foi realizado um ensaio
Pardmetros experimentais: concentragdo = 12 mg/mL

Observando a Figura 18, verifica-se que a percentagem de remoc¢ao de bactérias aumentou
gradualmente até um valor maximo de 99,4%, correspondente a uma redugao log de 2,2 aos 5 min.
Entre os 5 e os 30 min os valores mantiveram-se acima dos 99% (reducao log acima de 2). Assim, o
ponto de eficiéncia de remocao de bactérias maximo e consequentemente a sua estabilizacdo foi
obtido apds 5 min de contacto e agitacdo com os microrganismos.

O desvio médio maximo entre réplicas dos ensaios realizados com este tipo de particulas foi

de 14,0% tendo-se verificado que este valor aumentava com a redugao da eficiéncia de remogao das

bactérias.
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Na Figura 19 apresenta-se a cinética de remoc¢do de E. coli obtida para as particulas que

continham cobre.
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Figura 19: Cinética de remocgao (%) e redugdo log de E. coli por CuFeO

Todos os ensaios foram realizados em duplicado exceto para o tempo de 10 min e 30 s, que s6 foi realizado um ensaio
Parametros experimentais: concentragdo = 12 mg/mL

Observando a figura anterior relativa as particulas CuFeO, pode-se verificar uma maior
eficiéncia de remocdo para tempos de contacto baixos quando comparado com as particulas de FeO.
Apds 30 s de contacto as particulas CuFeO removeram 91,2% de células, correspondendo a uma
reducdo log de 1,1. Para este mesmo tempo de contacto, as particulas FeO apenas removeram 64% de
células (redugdo log de 0,48). No entanto, com estas particulas ndo se obtiveram valores de remog¢ao
tdo elevados como os obtidos para as particulas FeO nem apds 5 min de contacto (95,5% e 99,4% para
CuFeO e FeO, respetivamente), nem aos 15 min (98,8% e 99,2% para CuFeO e FeO, respetivamente).
Verificou-se também que os resultados obtidos para as particulas CuFeO foram mais reprodutiveis do
gue os registados para as particulas de FeO. Para as particulas com cobre o desvio médio maximo entre
réplicas foi de 2,9% (0,33 log) para os 5 min de contacto.

A capacidade para remover elevada quantidade de células com baixos tempos de contacto é
uma grande vantagem quando se pretende desinfetar dgua corrente.

De seguida, apresentam-se as figuras relativas a cinética de remocao de E. coli pelas particulas

N-CFeO@CVD em fungdo do tempo.
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Figura 20: Cinética de remogao (%) e reducdo em log de E. coli por N-CFeO@CVD
Para todos os tempos de contacto s6 foi realizado um ensaio exceto para o tempo de 15 min que foram realizados 4 ensaios
Parametros experimentais: concentracdo = 12 mg/mL

Observando a Figura 20, pode-se verificar que estas particulas foram as que removeram menor
guantidade de células viaveis, para qualquer tempo de contacto analisado. De facto, mesmo para os
maiores tempos de contacto (10 e 15 min), as particulas N-CFeO@CVD apenas removeram 92,5% (1,6
log) das células vidveis iniciais. Adicionalmente, entre os 2 e os 5 min ndo houve grande variagdo nos
valores registados, contrastando com os 16% de aumento da remogao entre o tempo de 1 min e os 2
min, e de 22% entre os 5 e os 10 min de contacto. Uma vez que este ensaio so foi realizado uma vez,
muito provavelmente ocorreu algum tipo de erro na enumeracdo dos microrganismos nos tempos 2
e/ou 5 min.

Finalmente, o valor obtido para os 15 min neste ensaio foi mais baixo do que o obtido nos
ensaios de comparagao dos materiais (99,5%). Isto deveu-se a necessidade de preparar um novo lote
de material para a realizacdo destes ensaios e que devido a falta de amoniaco na garrafa de
armazenamento presente na sintese do material, ndo tendo sido possivel encomendar mais amoniaco
até ao final dos ensaios, resultou na sintese de particulas de N-CFeO@CVD com menor capacidade de

remocdo de bactérias.
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4.2.4. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE NPMS NA REMOCAO DE E. COLI

Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar a eficiéncia de remogao de E. coli variando a
concentragao de catalisador para um tempo de contacto e agitagdo fixo. Por conseguinte a E. coli foi
exposta a 7 concentragdes de NPMs diferentes e foram avaliadas as eficiéncias de remocgdo destas e a
respetiva reducdao em log.

Embora os tempos reduzidos ndo fossem muito promissores para as particulas de FeO e N-
CFeO@CVD, foi escolhido um tempo de agita¢do reduzido (1 min). Esta escolha deveu-se ao objetivo
do trabalho que, como ja foi referido, era obter o méximo de eficiéncia possivel na remocgdo das
bactérias no minimo tempo de contacto.

Na Figura 21 pode-se observar a remocao de E. coli por particulas FeO em funcdo da variacao

da concentragao do catalisador.
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Figura 21: Remogao (%) e redugdo em log de E. coli por FeO em fungdo da concentragdo de
catalisador

Sé foi realizado um ensaio para cada uma das concentragdes de catalisador
Pardmetros experimentais: tempo de contacto = 1 min

A partir da figura anterior, pode-se verificar que hd um maior aumento na eficiéncia de
remocdo de E. coli para concentracbes mais baixas de catalisador (4 a 12 mg/mL). A partir de uma
concentracdo de 12 mg/mL, embora haja um maior aumento na concentracdo de FeO a eficiéncia de
remocdo da bactéria tem uma evolugdo menor, comegando a estabilizar e, finalmente, passa a ser

constante. Observa-se que, para este catalisador e bactéria, a eficiéncia de remogdo ndo serd muito
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mais elevada que os 86,6% e que os 0,87 log correspondentes, mesmo com um aumento da
concentracao de catalisador.
Na figura 22 pode-se observar a remocao de E. coli por particulas CuFeO em fungdo da variagao

da concentragao do catalisador.
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Figura 22: Remogdo (%) e redugdo em log de E. coli por CuFeO em fungdo da concentragdo de
catalisador
Sé foi realizado um ensaio para cada uma das concentragdes de catalisador
Parametros experimentais: tempo de contacto = 1 min

Tal como na cinética de remocdo de E. coli em funcdo do tempo, a variacdo da eficiéncia de
remocdo de células vidveis foi nitidamente menor quando comparada com a variacdo das particulas
FeO. Para as particulas FeO houve uma varia¢ao na eficiéncia de remogdo de 53,9% nas concentragdes
estudadas, enquanto que para as particulas CuFeO a variagdo foi somente de 15,7%. Isto demonstra
novamente que as particulas que contém cobre sdo menos sensiveis as diferentes condi¢Ges dos
ensaios estudados. Por outro lado, a reducdao em log aumentou substancialmente com o aumento das
concentracdes de catalisador. Note-se que, para eficiéncias de remoc¢do mais elevadas (a partir dos
98%), a reducdo em log aumenta substancialmente quando comparado com eficiéncias menores. Para
uma concentracdo de catalisador de 50 mg/mL obteve-se uma redug¢do em 2 log o que é bastante
aceitavel.

Finalmente, na Figura 23 pode-se observar a remocao de E. coli por particulas N-CFeO@CVD

em funcdo da variagdo da concentragao do catalisador.
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Figura 23: Remocgdo (%) e reduc¢do em log de E. coli por N-CFeO@CVD em fungdo da
concentragao de catalisador
Sé foi realizado um ensaio para cada uma das concentragdes de catalisador
Parametros experimentais: tempo de contacto = 1 min

As particulas N-CFeO@CVD tiveram um comportamento bastante semelhante as particulas
FeO na variacdo da eficiéncia de remogao da E. coli em fun¢do da concentragao de particulas. Pode-se
notar que houve uma variacao de 55,6% na eficiéncia de remocdo entre a concentragdo mais baixa e
a concentracdo mais alta de catalisador. Isto significa que a bactéria estudada (E. coli) apresenta uma
maior sensibilidade a variacdo da concentracdo dos catalisadores FeO e N-CFeO@CVD.

Contudo, ao contrario do que aconteceu com as particulas FeO em que para concentragdes de
catalisador mais altas se observou uma evolug¢dao mais lenta na eficiéncia de remocgdo das bactérias, na
evolugdo desta cinética de remocao verificou-se um aumento acentuado da eficiéncia de remocgao das
células vidveis para as concentracdes de catalisador mais elevadas (de 30 mg/mL para 50 mg/mL de
catalisador). Assim, para verificar o ponto de estabilizacdo da eficiéncia de remocdo para a
concentracdo do presente catalisador seria necessdrio realizar mais ensaios com uma maior

concentracao de N-CFeO@CVD.
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4.2.5. COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA A E. COLI (GRAM-NEGATIVA) COM S. AUREUS

(GRAM-POSITIVA) E UMA AGUA REAL

Foram realizados ensaios com dois tipos de bactérias diferentes, bactérias gram-negativas (E.
coli) e bactérias gram-positivas (S. aureus) e uma agua real com o objetivo de avaliar as eficiéncias de
remogao das células vidveis em fungdo do tipo de microrganismo(s) para cada catalisador em
condicBes experimentais ja estudadas anteriormente.

A espécie bacteriana Staphylococcus aureus caracteriza-se por apresentar células com forma
esférica (cocos). E normalmente encontrada na pele dos humanos, nariz e no trato respiratério. E
geralmente positiva para catalase, reducdo de nitrato e é anaerdbia facultativa [134]. Embora a S.
aureus exista de forma simbidtica no organismo humano, por vezes pode causar doencgas, sendo uma
das maiores causas de bacteremia e endocardite infeciosa. Adicionalmente, pode causar infe¢Ges na
pele [135]. O mesmo acontece para a bactéria E. coli, que pode ser encontrada nos humanos no trato
gastrointestinal inferior e em organismos de sangue quente (endotérmicos). Sdo aerdbias e anaerdbias
facultativas. A maioria das estirpes de E. coli s3o inofensivas, mas em alguns casos podem causar
graves intoxicacGes alimentares nos seres humanos [136]. Um dos maiores meios de transmissao de
E. coli para os seres humanos é através do consumo de dgua sem tratamento.

Para as condi¢Oes de operacdo dos ensaios foi escolhida uma concentracdo de catalisador de
50 mg/ml, visto ter sido a concentracdo em que se obteve melhores resultados para os trés
catalisadores estudados. Na Figura 24, sdo apresentadas as eficiéncias de remocgao das células vidveis

para 1 min de contacto de e agitacdo das particulas e as respetivas reducées em log.
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Figura 24: Eficiéncia de remogao (%) (a) e reducdo em log (b) de E. coli, S. aureus e de
heterotroficos totais de uma agua real pelos catalisadores FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD
Foram realizados ensaios em duplicado para a bactéria S. aureus e sé um para a agua real
Pardmetros experimentais: tempo de contacto = 1 min; concentragdo = 50 mg/mL

Na Figura 24, pode-se observar que para as particulas FeO e N-CFeO@CVD houve uma maior
eficiéncia de remogdo (aumento >10%) da bactéria S. aureus em relagdo a bactéria E. coli. Para o
catalisador FeO foi possivel obter uma eficiéncia de remogdo de S. aureus de 99,9% com uma redugdo
log correspondente de 3,1, contrastando com os 86,6% (redugdo 0,87 log) obtidos para E. coli. Para as
particulas N-CFeO@CVD obteve-se uma eficiéncia de remocdo de 97,8% (reducdo 1,7 log) para a
bactéria S. aureus. Por outro lado, para a bactéria E. coli obteve-se, como ja referido em ensaios
anteriores, uma eficiéncia de remocao de 84,7% (reducdo 0,81 log). Pelo contrario, as particulas CuFeO
obtiveram uma eficiéncia de remocdo de células viaveis mais elevada para a bactéria E. coli. Para a E.
coli obteve-se uma eficiéncia de remocgdo de 99,2% (reducdo 2,1 log) e para a bactéria S. aureus obteve-
se uma eficiéncia de remogao da bactéria de 93,5% e reducdo 1,2 log. Pode-se, assim, destacar a
capacidade das particulas FeO para a remocao de S. aureus e a capacidade das particulas CuFeO para
aremocao de E. coli.

Para os ensaios realizados com uma agua real, verificou-se que, para ambos os tipos de
particulas testadas (FeO e CuFeO), as eficiéncias de remocdo de células heterotroficas totais foram
menores quando comparadas com as eficiéncias de remocdo de E. coli e S. aureus. Isto pode dever-se
a adsorgdo de anides e matéria organica presentes na agua, levando a uma menor remocdo das

bactérias [113, 115]. Por outro lado, também a densidade inicial de células pode ter tido influéncia nos
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valores de eficiéncia de remoc¢do obtidos. De facto, enquanto as suspensdes iniciais de E. coli e S.
aureus tinham uma densidade de 1x108 UFC/mL, o nimero de heterotréficos totais da dgua do poco
era de 2 x 10® UFC/mL. Refira-se, no entanto, que numa agua real o nimero de células totais por
unidade de volume é geralmente 10-1000x superior aos dos heterotréficos totais, ndo s6 devido a
presenca de células ja mortas (ndo viaveis) como também de organismos que ndo crescem nas

condicGes de cultivo utilizadas (subcapitulo 3.3.1.).

4.2.6. ENSAIOS DE REUTILIZACAO DAS PARTICULAS FEO E CUFEO

Foram realizados ensaios de reutilizagdo das particulas que demonstraram melhores
eficiéncias de remogao de células vidveis nos ensaios efetuados anteriormente. Isto foi efetuado com
o objetivo de averiguar a possibilidade de reutilizagdo dos catalisadores para realizar ensaios
consecutivos no futuro.

Na Figura 25, sdo apresentadas as eficiéncias de remoc¢do das células vidveis para o ensaio

inicial (1) e os dois ensaios de reutilizagdo consecutiva (2 e 3) e as respetivas redugdes em log.
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Figura 25: Eficiéncia de remogao (%) e redugdo em log de E. coli e S. aureus pelos catalisadores
CuFeO e FeO, respetivamente, nos ensaios de reutilizagao

O ensaio de reutilizagdo sé foi realizado uma vez
Parametros experimentais: tempo de contacto = 1 min; concentragdo = 50 mg/mL

Observando a Figura 25, pode-se verificar que do ensaio inicial para a primeira reutilizacdao das
particulas de FeO houve uma diminui¢do na eficiéncia de remocdo de S. aureus de, somente, 0,5%
correspondente a uma reducgdo de 0,3 log. Do segundo ensaio de reutilizacdo para o terceiro hd uma
maior diminui¢do da eficiéncia de remocgao, sendo, ainda assim, somente de 0,9%, correspondendo a
uma reducdo de 0,2 log. Sendo assim, no total para dois ensaios de reutilizacdo houve uma diminuicao
de eficiéncia de remocdo por parte de FeO sob a S. aureus de 1,6%, o correspondente a 0,5 log.

Para as particulas CuFeO pode-se verificar que do ensaio inicial para a primeira reutilizacdo ha
uma diminuigcdo na eficiéncia de remocgao de E. coli de, somente, 0,4% correspondente a uma redugdo
de 0,3 log. Do segundo ensaio de reutilizacdo para o terceiro a diminuicdo da eficiéncia de remocao
manteve-se passando a corresponder a uma reducdo de 0,2 log. Sendo assim, no total para os dois
ensaios de reutilizagdo houve uma diminuicdo de eficiéncia de remogao por parte de CuFeO sob a E.

coli de 1%, o correspondente a uma redugdo de 0,5 log.
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4.3. REMOCAO DE CELULAS BACTERIANAS EM ENSAIOS EM CONTINUO

Foram realizados dois ensaios em continuo. O primeiro ensaio foi efetuado com uma
suspensao bacteriana de E. coli durante 3 h. O segundo ensaio foi realizado com uma agua real retirada

de um poco situado na cidade de Vila Nova de Gaia.

4.3.1. ENSAIO EM CONTINUO COM UMA SUSPENSAO BACTERIANA DE E. COLI

Na Figura 26, sdo apresentadas as figuras relativas a remogdo em percentagem e redugdo e

log em func¢do de 0 (tempo de amostragem/tempo de contacto) de células viaveis de E. coli.
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Figura 26: Eficiéncia de remogao (%) e redugdo em log de E. coli pelo catalisador FeO num reator
em continuo
Este ensaio s6 foi realizado uma vez
Pardmetros experimentais: concentragdo FeO = 1 g.min/mL; tempo de contacto = 1 min

Observando Figura 26 pode-se verificar que a remocao células viaveis da suspensao bacteriana
de E. coli foi bastante reduzida. Apds 15 min de operacdo obteve-se uma remocdo de 54,6%,
correspondente a uma redugado log de 0,34, tendo sido esta a remogao mais elevada que se obteve. A
partir desse ponto a remogao manteve-se abaixo dos 32% (reduc¢des log correspondentes a gama O-

0,16).
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4.3.2. ENSAIO EM CONTINUO COM UMA AGUA REAL

Na Figura 27, apresentam-se as figuras relativas a remog¢do em percentagem e redugdo log em

funcdo de 6 (tempo de amostragem/tempo de contacto) de heterotroficos totais de uma agua real.

A abundancia de heterotréficos totais neste tipo de dgua (3,90 x 102 UFC/mL) era inferior a das

suspensdes bacterianas de E. coli usadas neste estudo (1x10% UFC/mL).
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Figura 27: Eficiéncia de remocao (%) e reducdao em log de heterotroficos totais de uma agua

real pelo catalisador FeO num reator em continuo

Este ensaio so foi realizado uma vez

Pardmetros experimentais: concentragdo FeO = 1 g.min/mL; tempo de contacto = 1 min

A

partir da Figura 27 observa-se que houve uma diminui¢do ao longo do tempo da eficiéncia de remocao

dos heterotréficos totais, com excecao do ponto de amostragem dos 120 min. Pode-se considerar que

os valores desse ponto correspondem a um possivel erro de pipetagem. A remo¢ao maxima que se

obteve foi no primeiro ponto de amostragem, aos 15 min de operagdo, com uma remocao de 47,7%

(correspondente a uma reducdo de 0,22 log). Ao fim de 135 minutos de operacgdo, a remocdo de

bactérias foi nula. Pode-se assim constatar que a eficiéncia de remog¢ao em reator em continuo foi

muito reduzida, ndo sé para a amostra de agua real como também para a suspensdo bacteriana

utilizada. De modo a obter eficiéncias mais elevadas deveriam ser realizados testes de otimizagao,

como por exemplo, melhorar o contacto das particulas com a agua em fluxo, ensaios com diferentes

concentragdes de catalisador e tempos de contacto com a agua.
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4.4. ENUMERACAO DAS CELULAS VIVAS E MORTAS

Foram realizados 3 ensaios para cada bactéria (E. coli e S. aureus) com os catalisadores FeO,
CuFeO e N-CFeO@CVD com o objetivo de perceber o que acontecia quando as particulas estavam em
contacto com as bactérias. Foram visualizadas imagens para a amostra inicial antes do tratamento
(densidade 10° ufc/mL) tendo sido pipetado 1 mL e usada a mesma amostra inicial para os tratamentos
com cada catalisador. Para a visualizagdo da amostra apds o tratamento foram pipetados 4 mL, devido

a menor quantidade de bactérias existente.

4.4.1. ENSAIOS COM SUSPENSAQO BACTERIANA DE E. COLI

Nas figuras seguintes apresentam-se as imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia para
os tratamentos em reator fechado com uma suspensdo uma bacteriana de E. coli para os catalisadores

FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD.

Figura 28: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia de E. coli antes

a) e apods o tratamento com particulas FeO b)
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Na Figura 28 pode-se observar que antes do tratamento as células encontravam-se todas vivas
(verde). Apds o tratamento, algumas células tinham cor vermelha, o que significa que estdo mortas.
Mesmo para a amostra inicial verificou-se que as células ndo estavam homogeneamente distribuidas,
mas sim formando grupos de células. Apds o tratamento verificou-se a presenca de algumas
nanoparticulas (cor preta) e nao foi possivel distinguir bem as células, possivelmente porque se

encontravam adsorvidas nas nanoparticulas

Figura 29: Imagens obtidas no microscoépio de fluorescéncia de E. coli antes

a) e apos o tratamento com particulas CuFeO b)

Tal como para o ensaio anterior, na Figura 29 pode-se observar que antes do tratamento com
particulas CuFeO as células de E. coli encontravam-se todas vivas (verde). Apds o tratamento, a
visualizacdo das células ao microscdpio foi muito dificil, devido a elevada quantidade de particulas

CuFeO. Isto deveu-se a dificil separacao destas particulas da suspensao bacteriana com o iman. De
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qualguer forma, pode-se verificar na Figura 29 b) a existéncia de uma Unica célula morta. Esta imagem
nao permite tirar conclusdes em relacdo a toxicidade destas particulas sob a E. coli, visto que todas as
células, muito possivelmente, se encontravam debaixo do manto de particulas que se observa na
figura. Contudo, sabe-se pela literatura que o cobre tem propriedades antimicrobianas contra a E. coli

e que, por isso, estas sdo, provavelmente, mortas quando em contacto com as particulas CuFeO [133].

Figura 30: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia de E. coli antes

a) e apos o tratamento com particulas N-CFeO@CVD b)

Na Figura 30 observa-se que, como ja referido, antes do tratamento as células encontravam-
se todas vivas (verde). Apds o tratamento, nota-se que algumas células tém cor vermelha, podendo
algumas terem morrido apds o tratamento, embora de forma muito reduzida. Nao se verifica a
presenca de nanoparticulas nesta amostra, visto ser uma amostra facilmente separavel da suspensao
bacteriana. Embora na amostra se observe uma quantidade elevada de células note-se que em

comparacdo com a amostra inicial tem bastante menos, visto que para a amostra inicial foi utilizado 1
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mL e para a amostra b) 4 mL. Isto deve-se, possivelmente, ao facto das restantes células terem
adsorvido nas nanoparticulas e quando foi aplicado um campo magnético as células também foram

arrastadas com o catalisador.

5 pm
FeOQ e.coli

ko] mag O HV  |mode| det | WD L e—1 111}
CEMUP| 20 000 x 115.00 kV| SE |ETD[10.3 mm CuFeO e.coli

Figura 31: Imagens de SEM de particulas FeO (a) e CuFeO (b) apos

o contacto com E. coli

Na Figura 31, observam-se imagens SEM das particulas FeO (a) e CuFeO (b) apds o contacto
com a bactéria E. coli. Embora ndo se verifique a presenca de bactérias nas imagens (ndo foi realizada
a preparagdo adequada), pode-se constatar que apds o tratamento das particulas com a bactéria ndo

se verificou mudancgas na estrutura das particulas.
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4.4.2. ENSAIOS COM SUSPENSAO BACTERIANA DE S. AUREUS

Nas Figuras 32-34 apresentam-se as imagens obtidos no microscépio de fluorescéncia para os
tratamentos em reator fechado com uma suspensdao uma bacteriana de S. aureus para as particulas

FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD.

Figura 32: Imagens obtidas no microscopio de fluorescéncia de S. aureus

antes a) e apds o tratamento com particulas FeO b)

Na Figura 32 a) observa-se células bacterianas S. aureus antes do tratamento,
maioritariamente vivas, mas com algumas mortas o que ja seria de esperar. Na mesma, Figura 32 b) é
possivel observar-se as células bacterianas apds o tratamento com particulas FeO bem como as
particulas (cor preta). Nota-se que algumas se encontravam aglomeradas, possivelmente adsorvidas,
as particulas. Também se verificou que estavam todas vivas, podendo-se constatar que as particulas
FeO ndo tém propriedades antibacterianas contra a S. aureus, sendo estas removidas através de

adsor¢do as particulas.
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Figura 33: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia de S. aureus

antes a) e apos o tratamento com particulas CuFeO b)

Na Figura 33 verifica-se mais uma vez que a visualizacdo foi muito dificil para as particulas
CuFeO devido ao manto de particulas presentes na amostra. Pode-se observar a existéncia de células
mortas e vivas, mas visto a quantidade de células ser tdo reduzida ndo se pode tirar conclusdes em
relacdo as propriedades antibacterianas de CuFeO sob a bactéria S. aureus. Por outro lado, note-se
gue as células se encontravam posicionadas onde existiam particulas, sugerindo adsorcdo das

bactérias as particulas.
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Figura 34: Imagens obtidas no microscopio de fluorescéncia de S. aureus

antes a) e apods o tratamento com N-CFeO@CVD b)

Na Figura 34, observa-se a presenga de muitas células bacterianas e de algumas
nanoparticulas. Nota-se que existem algumas células agarradas as particulas, embora a maior parte
esteja separada, por isso ndo se pode tirar conclusGes em relacdo a adsorcdo. No que diz respeito as
propriedades antibacterianas das particulas também ndo se pode tirar conclusdes, visto que se

observa algumas células mortas, mas a maior parte encontra-se viva.
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5

CONCLUSAO

De acordo com os resultados experimentais, podem ser estabelecidas as seguintes conclusdes:

Dos nanomateriais magnéticos sintetizados, os que se mostraram mais promissores foram o
FeO, o CuFeO e o N-CFeO@CVD, embora existissem outros materiais que mostraram elevada
capacidade de remocdo de bactérias como o MnFeO e o compdsito FeO/CA (eficiéncias de remogdo
de 98,8% e 98,1% com reducdes log de 2 e 1,7, respetivamente)

Apesar de as NPMs FeO e o N-CFeO@CVD terem altas eficiéncias de remogdo de bactérias para
tempos de contacto maiores, quando sujeitos a tempos de contacto menores as eficiéncias reduziram
substancialmente ao contrario do que aconteceu com o CuFeO. O mesmo aconteceu com a variagdo
da concentracdo de nanomaterial numa suspensdo bacteriana. A eficiéncia de remocdo foi mais
suscetivel as variacGes da concentracdo de nanomaterial para as particulas FeO e N-CFeO@CVD do
gue para as particulas CuFeO.

Ao contrario do que aconteceu na remocao de E. coli (gram-negativa), para 1 min de contacto
e 50 mg/mL de nanomaterial a eficiéncia de remogdo mais elevada foi das particulas CuFeO (99,2%),
as eficiéncias de remocgédo de S. aureus (gram-positiva) mais elevadas ficaram a cargo dos catalisadores
FeO e N-CFeO@CVD (99,9% e 97,8%, respetivamente). Para os ensaios com uma agua real verificou-
se que as eficiéncias de remoc¢do foram menores quando comparadas com as eficiéncias de remocgdo
de E. coli e S. aureus, podendo dever-se a adsor¢do de aniGes e matéria organica presentes na agua,
que competem com as bactérias diminuindo a capacidade de remocdo das mesmas [113, 115].
Também podem ter contribuido para estes resultados as densidades celulares mais reduzidas da
amostra inicial.

ApOds a realizacdo dos ensaios de reutilizacdo, em reator fechado, para as particulas FeO e
CuFeO com as suspensdes bacterianas de S. aureus e E. coli, respetivamente, conclui-se que os

nanomateriais apresentaram uma reduzida diminui¢do de desempenho (1 % e 0,5 log correspondente
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para as particulas CuFeO e 1,6% e 0,5 log correspondente para as particulas FeO) apds 2 ciclos de
reutilizacao.

No que se refere aos ensaios realizados em continuo com as particulas FeO para uma
suspensdo bacteriana de E. coli e para uma agua real, ndo se obteve tdo bons resultados como em
reator fechado, tendo sido obtido eficiéncias de remog¢do muito reduzidas (diferenca minima de 30%
e 20%, respetivamente, nas eficiéncias de remogao). Adicionalmente, notou-se que ao longo do tempo
a eficiéncia de remocdo baixava. Isto, possivelmente, deveu-se ao contacto pouco eficiente entre as
particulas e o liquido, sendo necessaria a realizacdo de testes de otimizacdo do sistema. Para aumentar
a eficiéncia de remoc¢do quando o sistema esta a operar em continuo, sugere-se redimensionar o
sistema ou, entdo, usar um sistema baseado em reservatérios de tratamento de dgua, aplicando antes
de chegar a torneira (por exemplo, por baixo da banca).

Finalmente, as imagens de microscopia permitiram verificar que ha uma grande possibilidade
de as células bacterianas de E. coli e S. aureus adsorverem as particulas FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD.
Em relagdo as particulas com cobre ndo se conseguiu aferir se estas realmente matam as células
bacterianas. Este tipo de analise também permitiu concluir que o método utilizado para a separagao

magnética das particulas CuFeO deverd ser melhorado.
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6

PERSPETIVAS PARA O FUTURO

Considerando os resultados obtidos sugerem-se as seguintes tarefas:

)

O estudo utilizando outras nanoparticulas magnéticas com diferentes composi¢des, como por
exemplo prata que é um conhecido agente antimicrobiano. Sintese de mais particulas pelo
processo de CVD;

Como se verificou que os resultados obtidos na otimizacdo das particulas N-CFeO@CVD,
devido a sintese com defeito de aménia, ndo foram tdo promissores quanto esperado, sugere-
se a realizacdo de ensaios de otimizagdao com as particulas corretamente sintetizadas;
Verificou-se durante os ensaios e nas imagens obtidas no microscdpio que as particulas de
cobre ndo sdo facilmente separaveis das suspensées bacterianas, sugere-se a sintese destas
particulas por outros métodos com o objetivo de obter particulas com maiores capacidades
magnéticas;

A realizagdo de testes para verificar que, apds o tratamento, a agua fica completamente livre
das nanoparticulas magnéticas;

Realizar ensaios de remogdo de bactérias com variacdo de pH e de temperatura, de forma a
avaliar a influéncia destes parametros na capacidade de remocdo das mesmas;

A realizagdo de ensaios com mais tipos de amostras reais, atendendo a grande diversidade
microbiana e a presenca de matéria organica e inorganica dissolvida e em suspensao, com as
nanoparticulas magnéticas mais promissoras de modo a aferir se existem diferengas na
eficiéncia de remogao;

Possivel mistura de diferentes nanoparticulas magnéticas de modo a obter a maxima eficiéncia

de remocado possivel de diferentes bactérias;
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74

)

A realizacdo de testes em continuo com particulas depositadas no interior de um iman
cilindrico no interior de uma coluna de reacdo, com o objetivo de aumentar a drea de contacto
e diminuir eventuais perdas de particulas para a dgua tratada;

A realizacdo de testes em reservatérios de agua utilizando o principio dos ensaios em reator

fechado, visto que estes ensaios se mostraram bastante promissores.
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Para a obtengdo da reta de calibracdo do caudal, em mL/min, do reator foram determinados
os tempos que demorava a encher 5 mL de uma proveta, para 3 caudais diferentes, em rpm, da bomba

peristaltica. Os resultados obtidos apresentam-se na Tabela Al.1.

Tabela Al. 1: Tempos determinados para encher um volume de 5 mL para 3 caudais diferentes

Caudal (rpm) 20 50 90
135,81 53,81 30,01
134,95 54,90 30,35
Tempo (s) - 54,06 29,89
- 53,61 29,9
- 53,36 30,12
Média (s) 135,38 53,95 30,05

Tabela Al. 2: Caudais obtidos em mL/min e caudais em rpm correspondentes

Caudal (rpm) 90 50 20

Caudal (mL/min) 10,0 5,6 2,2

Os valores da Tabela A1.2 foram utilizados para obter a reta de ajuste do caudal em mL/min

para um caudal em rpm.

10 +

Caudal (mL/min)

Caudal (mL/min)= 0,111 Caudal (rpm)

R2=1

0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Caudal (rpm)

Figura Al. 1: Reta de ajuste do caudal de rpm para mL/min

Al.l
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Os calculos seguintes serdo efetuados tendo como exemplo as condi¢des do ensaio em

continuo com uma suspensdo bacteriana de E. coli.
Para este ensaio comecou-se por medir o didmetro interno da coluna de reagao:
Didmetro interno da coluna de reagdo (Di) = 1,6 cm

Para 1 g de particulas FeO, a altura de particulas na coluna correspondente é igual a 0,5 cm.

Assim, a altura das particulas sera:
Altura das particulas na coluna de reagdo (h) = Massa das particulas x 0,5

Tendo a altura de particulas calculou-se o volume de particulas presente na coluna ou o

volume de contacto.

D;?
Volume de contacto (V¢) = T x (Tl) xh &

1,62 3
<::>Vc=7rx(T)x0,5=1cm

Querendo-se obter um tempo de contacto de 1 min para ser comparavel com os ensaios

realizados em reator fechado, recorreu-se a equacao seguinte:

Tempo de contacto (1) = % &
S1=1&
Q

Q=1 mL/min
O caudal correspondente em rpm, recorrendo a reta de ajuste de caudal, serd 9 rpm.

Finalmente, a concentragdo sera:

Massa

Concentragdo = &

& Concentragao = % =1g.min/mL

Al.2
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A2. VALORES DAS UFCS E LOG DOS ENSAIOS REALIZADOS
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Tabela A2. 1: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de comparagdo de materiais

Comparagdo de Materiais

Antes do tratamento

Apods o tratamento

Material

UFC/mL Log UFC/mL Log
FeO 6,54 x 10° 5,8 4,83 x 103 3,7
MnFeO 4,21 x 10° 5,6 5,15 x 103 3,7
CoFeO 2,63 x10° 5,4 7,43 x 10° 3,8
CuFeO 6,15x 10° 5,8 7,40 x 10° 3,9
Compdsito FeO/CA 3,47 x 10° 5,5 6,63 x 10° 3,8
CFeO@CVD 3,83x10° 5,6 5,85 x 10* 4,8
N-CFeO@CVD Lote 1 3,80x10° 5,6 2,28 x10° 5,4
N-CFeO@CVD Lote 2 9,43 x 10° 6,0 4,63 x 103 3,7

Tabela A2. 2: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de cinética de remogao de E. coli por

FeO

Cinética de remocgao de E. coli por FeO

Tempo (minutos)

Antes do tratamento

Apos o tratamento

UFC/mL Log UFC/mL Log

0,5 1,27 x 10° 6,1 4,03 x10° 5,6
1 8,43 x 10° 5,9 2,55 x 10° 5,4
2 7,97 x 10° 5,9 3,92 x 10* 4,5
5 8,35x 10° 5,9 5,30x 10° 3,7
10 5,47 x 10° 5,7 3,38x 10° 3,1
15 6,54 x 10° 5,8 4,83 x 103 3,7
30 7,37 x 10° 5,9 6,60 x 103 3,8
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Tabela A2. 3: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de cinética de remog3o de E. coli por

CuFeO

Cinética de remogdo de E. coli por CuFeO

Antes do tratamento Ap0s o tratamento
Tempo (minutos)

UFC/mL Log UFC/mL Log

0,5 6,13 x 10° 5,8 5,40 x 10* 4,7

1 1,14 x 10° 6,1 4,70 x 10* 4,6

2 9,96 x 10° 6,0 3,88 x 10* 4,6

5 1,14 x 10° 6,0 1,25 x 10* 2,8

10 8,00 x 10° 5,9 4,30 x 10* 4,6

15 6,15 x 10° 5,8 7,40 x 103 3,9

Tabela A2. 4: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de cinética de remogéo de E. coli por N-

CFeO@CVD

Cinética de remocgao de E. coli por N-CFeO@CVD

Antes do tratamento Apos o tratamento
Tempo (minutos)

UFC/mL Log UFC/mL Log

0,5 9,40 x 10° 6,0 4,15x10° 5,6

1 1,07 x 10° 6,0 5,30 x 10° 5,7

2 1,73 x 108 6,2 4,80 x 10° 5,7

5 1,02 x 10° 6,0 3,05x10° 5,5

10 1,32 x 10° 6,1 1,06 x 10° 5,0

15 1,13 x 10° 6,0 1,04 x 10° 4,5
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Tabela A2. 5: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de remogdo de E. coli por FeO em

fungdo da concentragao de catalisador

Remocgdo de E. coli por FeO em fungdo da concentragdo de catalisador

Concentragdo (mg/mL)

Antes do tratamento

Apos o tratamento

UFC/mL Log UFC/mL Log
4 1,13 x 10° 6,1 7,60 x 10° 5,9
8 1,07 x 10° 6,0 5,30 x 10° 5,7
12 8,43 x 10° 5,9 2,55 x 10° 5,4
16 1,36 x 10° 6,1 4,70 x 10° 5,7
20 1,17 x 10° 6,1 3,45x 10° 5,5
30 1,63 x 10° 6,2 2,75 x 10° 5,4
50 1,19 x 10° 6,1 1,60 x 10° 5,2

Tabela A2. 6: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de remoc&o de E. coli por CuFeO em

fungdo da concentragdo de catalisador

Remocgao de E. coli por CuFeO em fungao da concentracao de catalisador

Concentrag¢do (mg/mL)

Antes do tratamento

Apos o tratamento

UFC/mL Log UFC/mL Log
4 2,18 x 10° 6,3 3,60 x 10° 5,6
8 2,02 x 10° 6,3 2,50 x 10° 5,4
12 1,14 x 10° 6,1 4,70 x 10* 4,6
16 6,43 x 10° 5,8 4,10 x 10* 4,6
20 1,09 x 10° 6,0 6,40 x 10* 4,8
30 1,66 x 10° 6,2 2,55 x 10 4,4
50 1,30 x 10° 6,1 1,09 x 10* 4,0
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Tabela A2. 7: Valores de UFC/mL e log antes e ap6s o tratamento para os ensaios de remogdo de E. coli por N-CFeO@CVD

em fungao da concentragao de catalisador

Remocdo de E. coli por N-CFeO@CVD em fungdo da concentrac¢ao de catalisador

Antes do tratamento ApOs o tratamento
Concentragdo (mg/mL)

UFC/mL Log UFC/mL Log
4 2,37 x 10° 6,4 1,68 x 10° 6,2
8 9,93 x 10° 6,0 5,65 x 10° 5,8
12 1,07 x 10° 6,0 5,30 x 10° 5,7
16 9,40 x 10° 6,0 4,05 x 10° 5,6
20 2,01 x 10° 6,3 5,85 x 10° 5,8
30 7,27 x 10° 5,9 2,05 x 10° 53
50 1,11x10° 6,0 1,70x 10° 5,2

Tabela A2. 8: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios com gram-positiva (S. aureus) para as

particulas FeO, CuFeO e N-CFeO@CVD

Ensaio com gram-positiva (S. aureus) em condi¢es 6timas

Antes do tratamento Apds o tratamento
Material
UFC/mL Log UFC/mL Log
FeO 1,33 x 10° 6,1 8,75 x 102 2,9
CuFeO 7,97 x 10° 5,9 7,15 x 10* 4,9
N-CFeO@CVD 6,80 x 10° 5,8 1,50 x 10* 4,2
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Tabela A2. 9: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios com uma agua real para as particulas

FeO e CuFeO

Ensaio com uma agua real em condigGes 6timas

Antes do tratamento ApOs o tratamento
Material
UFC/mL Log UFC/mL Log
FeO 2,19 x 103 33 6,80 x 102 2,8
CuFeO 1,90 x 103 3,3 1,85 x 10? 2,3

Tabela A2. 10: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de reutilizagdo com particulas FeO e S.

aureus

Ensaios de reutilizagao com particulas FeO e S. aureus

Antes do tratamento Apos o tratamento
Ensaio
UFC/mL Log UFC/mL Log
1 2,96 x 10° 6,5 1,80 x 10* 4,3
2 1,59 x 10° 6,2 1,82 x 10* 4,3
3 1,59 x 10° 6,2 3,20 x 10* 4,5

Tabela A2. 11: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para os ensaios de reutilizagdo com particulas CuFeO e

E. coli

Ensaio de reutilizagdo com particulas CuFeO e E. coli

Antes do tratamento Apos o tratamento
Ensaio
UFC/mL Log UFC/mL Log
1 2,01 x10° 6,3 7,45 x 103 3,9
2 2,01 x10° 6,3 1,68 x 10* 4,2
3 2,01 x10° 6,3 2,55 x 10* 4,4
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Tabela A2. 12: Valores de UFC/mL e log antes e apds o tratamento para o ensaio em reator continuo com FeO e uma

suspensao bacteriana de E. coli

Ensaio em reator em continuo com FeO e uma suspensao bacteriana de E. coli

Antes do tratamento  Apds o tratamento

0

UFC/mL Log UFC/mL Log
15 9,58 x 10° 6,0 4,35 x 10° 5,6
30 9,58 x 10° 6,0 9,58 x 10° 6,0
45 9,58 x 10° 6,0 6,65 x 10° 5,8
60 9,58 x 10° 6,0 6,70 x 10° 5,8
75 9,58 x 10° 6,0 7,20 x 10° 5,9
0 9,58 x 10° 6,0 7,90 x 10° 5,9
105 9,58 x 10° 6,0 6,55 x 10° 5,8
120 9,58 x 10° 6,0 7,00 x 10° 5,8
135 9,58 x 10° 6,0 7,45 x 10° 5,9
150 9,58 x 10° 6,0 8,90 x 10° 5,9
165 9,58 x 10° 6,0 8,85 x 10° 5,9
180 9,58 x 10° 6,0 6,90 x 10° 5,8
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Tabela A2. 13: Valores de UFC/mL e log antes e apés o tratamento para o ensaio em reator continuo com FeO e uma

agua real

Ensaio em reator em continuo com FeO e uma agua real

Antes do tratamento  Apds o tratamento

° UFC/mL Log UFC/mL Log
15 3,90 x 10? 2,6 2,35x10° 2,4
30 3,90 x 10° 2,6 2,45 x 10° 2,4
45 3,90 x 10° 2,6 2,80 x 10° 2,4
60 3,90 x 10° 2,6 3,15 x 10? 2,5
75 3,90 x 10? 2,6 3,90 x 10? 2,6
20 3,90 x 10? 2,6 3,80 x 10? 2,6
105 3,90 x 10? 2,6 3,80 x 10? 2,6
120 3,90 x 102 2,6 2,90 x 102 2,5
135 3,90 x 10° 2,6 3,90 x 10? 2,6
150 3,90 x 10? 2,6 3,90 x 10? 2,6
165 3,90 x 10? 2,6 3,90 x 10? 2,6
180 3,90 x 10° 2,6 3,90 x 10? 2,6
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A3. ENSAIO DE CONTROLO DO PH EM REATOR FECHADO



Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais




Desenvolvimento de tecnologia para purificagdo de dgua através do uso de nanomateriais

Figura A3. 1: Controlo de pH para as NPMs N-CFeO@CVD (a), CuFeO (b) e FeO (c)
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