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RESUMO

Neste trabalho procurou caracterizar-se diferentes suspensdes de nanoparticulas de
dioxido de titdnio. Embora estas particulas j& estejam a ser incorporadas numa variada gama de
produtos do mercado, desde cosméticos, dentifricos, tintas, etc., a avaliacdo do seu efeito
toxicoldgico nos ecossistemas e na salde dos seres humana e animal comega agora a dar 0s
primeiros passos. Neste trabalho pretendeu-se fazer um estudo preliminar do comportamento
das nanoparticulas de TiO, quando em suspensdo aquosa, tendo em vista futuros estudos de
ecotoxicologia.

A dindmica das nanoparticulas em suspensdo é um campo em que os métodos de
caracterizagdo ndo estdo optimizados, sendo necessario recorrer a diferentes técnicas para se
poder obter uma informacéo o mais fiavel e reprodutivel possivel. Uma vez que algumas dessas
técnicas sdo complexas efou intrusivas, neste trabalho optou-se por fazer uma primeira
caracterizagdo das diferentes suspensfes, atraves da espectroscopia do visivel. Deste modo
pretendeu-se avaliar o tempo de sedimentagdo das nanoparticulas, medindo a transmitancia da
suspensdo ao longo do tempo.

Foram preparadas diferentes suspensfes com o objectivo de avaliar uma vasta gama de
possibilidades visando situagdes reais de introducdo das nanoparticulas nos meios aquéticos.
Assim foi estudado o efeito de: a) pH; b) vérias qualidades de agua; c) acetona e alcoois como
solventes; d) efeito de diferentes dispersantes; €) iluminacdo com Ultravioletas.

Neste estudo avaliou-se o tempo de sedimentacdo das nanoparticulas em suspensao e o
préprio sedimento. Para tal recorreu-se a variadas técnicas tais como SEM, TEM, XRD e XRF
para a caracterizacdo quer do p6 de partida quer do sedimento. As particulas em suspensao
foram dispersadas com ultra-sons tendo-se realizado um estudo prévio do efeito do tempo e
frequéncia do sonicador nas caracteristicas épticas das suspensdes.

Verificou-se que independentemente do meio utilizado as nanoparticulas apresentaram
sempre tendéncia a sedimentar, porém o tempo de sedimentacdo tedrico calculado por
tratamento de dados obtidos por espectroscopia do visivel originou tempo de sedimentagdo
entre as 8 e as 431 horas.

Os resultados obtidos por SEM e DRX mostraram que os factores estudados ndo
causaram alterages estruturais nas nanoparticulas de didxido de titanio. Pela espectroscopia do

visivel obteve-se uma aproximacao do tempo de sedimentacdo para todas as amostras estudadas.






ABSTRACT

The main goal of this work was to characterize different suspension types of TiO,
nanoparticles to support future ecotoxicological studies. While common in many industries
(cosmetic, paint, toothpaste, etc.), these nanoparticles still have unknown effects on both public
health and the environment and ecotoxic studies are only now beginning.

As the techniques used to characterize the suspensions of nanoparticles have yet to be
optimized for these specific water dynamics, it was necessary to use different methods that
could guarantee reliable and reproducible results. As some of these techniques are complex or
intrusive, the initial approach focused on using visible spectroscopy to determine the
sedimentation rate of the nanoparticles by measuring the suspension transmittance over time.

The suspensions were prepared taking into account real aquatic ecosystems and
ecotoxicological conditions. Different parameters were used to accomplish this, namely: pH;
different types of water; solvents (acetone and alcohol); surfactants and UV illumination.

Aside from measuring the sedimentation time, the sediment was also studied by using
several techniques, such as SEM, TEM, DRX and XRF. The suspended particles were dispersed
using ultrasounds. Thanks to a preliminary study the influence of various sonicator settings such
as the variation of the application time and frequencies were understand.

The results have shown that these nanoparticles tend to sediment no matter the solvent
used, although the sedimentation time calculated using visible spectroscopy may vary from 8 to
431 hours. SEM and XRD images didn’t show any relevant structural alterations in any of the

samples.
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Dispersdo Electroforética da Luz / Electrophoretic Light Scattering
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Espectroscopia de Correlacdo de Fluorescéncia /Fluorescence correlation
spectroscopy

Food and Drugs Administration (U.S.A)
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Largura do pico a meia altura / Full Width at Half Maximum
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International Organization for Standardization

Anélise de Localizacdo de Nanoparticulas /Nanoparticle Tracking Analysis
Concentracgdo para a qual ocorre 50% de mortalidade

Organization for Economic Cooperation and Development

Programa de Controlo de Qualidade

Espectroscopia de Correlacdo Fotonica / Photon Correlation Spectroscopy
Transmiténcia Directa

Tempo

Microscopia Electronica de Transmissao/ Transmission Electron Microscopy
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United States Environmental Protection Agency
Espectroscopia de Raios-X por incidéncia Rasante / Smal angle X-Ray Scattering

Microscopia Electronica de Varrimento/ Scanning Electron Microscopy

Espectroscopia de estrutura fina de absorcdo de raios-X /Extended X-ray absorption
fine structure

Difraccdo de Raio-X/X-Ray Difraction

Fluorescéncia de Raio-X/ X- Ray Fluorescence
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OBJECTIVOS

O objectivo deste trabalho centra-se na caracterizacdo do comportamento das
nanoparticulas de didxido de titdnio em suspensdo do ponto de vista da Engenharia. Procura-se,
por conseguinte, fornecer um parecer critico a respeito das técnicas laboratoriais utilizadas.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar varios aspectos da dindmica das nanoparticulas de
TiO, em suspensdo que possam ser utilizados em futuros estudos de toxicologia. Uma vez que a
caracterizacao de suspensdes de nanoparticulas esta ainda muito pouco consolidada, o trabalho
aqui realizado ambiciona dar um contributo para o entendimento do comportamento do TiO, em
meio aquoso. Assim pretendeu-se estudar o impacto de varios factores na aglomeracdo, tempo
de sedimentacdo e sedimento destas nanoparticulas. Os factores estudados foram o pH,
exposicao a radiacdo ultravioleta, dispersantes, matrizes aquosas e solventes.

Para a caracterizacdo das suspensdes de particulas recorreu-se as técnicas de Dispersao
Dinamica da Luz e Espectroscopia do Visivel/Ultravioleta. O sedimento foi caracterizado por
Difraccdo de Raios-X e Microscopia Electronica de Varrimento.
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Que vemos nesta imagem? Um deserto indspito ou uma terra fértil em possibilidades?
Antes de podermos responder a esta pergunta, é necessario aprofundar, ndo s6 o estudo do

comportamento destas particulas como o seu impacto no meio ambiente.
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1. INTRODUCAO

1.1 NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia consiste na arte e ciéncia de manipular a matéria a escala molecular e
atomica. Mais especificamente é descrita como o desenvolvimento e aplicacdo de materiais e
estruturas com dimensdes nanométricas. [1] Atendendo a esta defini¢do, considera-se incluido
na categoria qualquer estrutura que possua pelo menos uma das suas dimens@es igual ou inferior
a 100 nm. Se esta regra se verificar para as suas trés dimensGes entdo estamos na presenca de

uma nanoparticula.[2]

1.1.1 CONTEXTO HISTORICO
There is Plenty Room at the Bottom, dizia Richard P. Feynman ha pouco mais de 50

anos durante uma palestra de contornos histéricos. Nesta palestra Feynman descreveu todo o
conceito, as necessidades de novas ferramentas e conceitos fisicos, sem nunca utilizar o termo
Nanotecnologia.[3] O termo em si foi definido num artigo escrito por Norio Taniguchi da
Universidade de Ciéncias de Téquio em 1974 e descrito como um processo de separacdo
consolidacédo e deformagéo de materiais, a&tomo por 4tomo ou por molécula.[4,5]

Em 1986 Eric Drexler, um dos grandes impulsionadores da area e criador do Instituto
Foresight, editou o primeiro livro aprofundando o assunto, de seu nome Engines of Creation:
the coming Era of Nanotechonology. [5]

A década de 80 revelou-se surpreendentemente prospera com as invengdes do
Microscopios de Efeito de Tanel (1981), do Microscopio de Forca Atomica (1986) e pelos
desenvolvimentos no estudo de coldides. Para fechar a década de 80 em grande, a IBM
apresentou uma imagem do seu log6tipo escrito a escala atomica (1989). A descoberta dos
fulerenos e dos nanotubos de carbono foram também importantes para consolidar esta nova
ciéncia em desenvolvimento e serviram como catalizador para a descoberta de muitas outras
nanoparticulas e pontos quanticos. [5]

A evolucdo da nanotecnologia ndo se tem cingido apenas a criacdo e melhoramento dos
equipamentos ou a descoberta de novos materiais. Novos conceitos fisicos como a
nanoelectronica, nanomecania e nanofoténica tém sido desenvolvidos numa tentativa de criar
uma base cientifica para esta nova tecnologia. A nanoescala, forcas como a da gravidade,
perdem significancia enquanto, tensdes superficiais e forcas de Van der Walls, se tornam
dominantes. Porém, o comportamento destes novos materiais ndo é ainda completamente
compreendido e, as ferramentas e métodos de caracterizagdo, apresentam muitas limitagdes. H4
por isso ainda muito para investigar ndo s6 a nivel dos materiais como dos métodos em si até se

poder dominar por completo esta nova tecnologia.[6]
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DIOXIDO DE TITANIO (T102)

O titanio é o nono elemento mais comum da crosta terrestre existindo naturalmente na
forma de llmenite (FeTiOz) e Rutilo (TiO,;) de onde sdo extraidos. A maioria das suas
aplicac@es utiliza-o na sua forma oxidada. [7,8]

O dioxido de titanio apresenta-se na forma de trés polimorfos distintos, dois de natureza
tetragonal (Anatase e Rutilo) e um muito mais raro de estrutura ortorrdmbica (Broquite). A
Anatase e o Rutilo apresentam ambos o mesmo sistema cristalino mas a Anatase forma
pirdmides com o eixo vertical mais longo que o Rutilo. (Figura 1) Este Gltimo apresenta dureza
e densidade superior. O TiO, tem um indice de refraccdo de 2,5 na forma de anatase e 2,6 na
forma de rutilo, o que o torna ideal como pigmento branco opaco.[8,9]

a) b)

1.1.2 APLICACOES
O didxido de titanio comecou a ser produzido comercialmente por volta dos anos 20,

mas ganhou rapidamente expressdo como substituto dos pigmentos a base de chumbo. Hoje em
dia 70% da sua producdo ¢ mesmo utilizada para este fim. Em termos de quantidade produzida
encontra-se no Top 50 da lista de produtos quimicos mundial. [9] Isto corresponde a 5,2 milhdes
de toneladas por ano.[11] Apesar de em 2009 apenas 2,5% deste valor ter correspondido ao
TiO, nanoestruturado, espera-se um aumento para 10% em 2010. [12]

As suas aplicacbes abrangem as mais diversas areas como por exemplo as indUstrias
alimentar, cosmética, do papel, farmacéutica, das tintas, dos plasticos, téxtil. Em todas estas
indUstrias ja existem registos de produtos que contém nanoparticulas de TiO,. [13]

Em 1966 foi adicionado a lista da FDA (Food and Drugs Administration) como um
aditivo corante alimentar. E por esta raz&o aplicado em lacticinios, doces e coberturas. Porém é
também utilizado para maximizar o sabor de certos alimentos como vegetais secos, nozes,
sementes, sopas, mostarda, cerveja e vinho. Por ser transparente a nanoescala é aplicado em
varios alimentos para retirar a humidade e oxigenio. [13]

O seu comportamento face exposicdo a radiacdo ultravioleta, torna-o o candidato ideal

para protectores solares. Esta propriedade também é muito explorada na indUstria dos plasticos e
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tintas como método de prevenir a sua descoloragdo e deterioracéo. [9]

As suas propriedades fotocataliticas foram descobertas por Akira Fujishima em 1967 e
publicadas em 1972. Esta propriedade foi descoberta quando Fujishima expos a luz um
eléctrodo de didxido de titanio e um contra eléctrodo de platina submersos numa solugdo
aquosa. Ao faze-lo observou a libertagdo de pequenas bolhas do eléctrodo que mais tarde
confirmou serem de oxigénio e que as libertadas pelo contra eléctrodo eram de producdo de
hidrogénio. [14,15] O TiO, ao ser iluminado por uma radiacdo suficientemente energética
(A<360nm), gera excitacdo de electrdes que saltam para a banda de conducdo e buracos sdo
gerados na banda de valéncia. Ao utilizar um contra-eléctrodo de prata € possivel criar um
gradiente electronegativo capaz de causar a electrélise da agua. [14]

Este processo aparentava ser uma fonte limpa e econdmica de hidrogénio para fins
energéticos, porém a sua eficiéncia energética, quando usada radiacdo solar, era de apenas 0,3%,
0 que levou ao desenvolvimento de outras aplicacBes.[14] Descobriu-se que a fotocatalise do
TiO, poderia ser usada como meio de decompor compostos prejudiciais. Ao aplicar o TiO, em
paredes e chdo de salas de operagdo, e expondo-as a luz ultravioleta o numero de bactérias
nestas superficies e no ar diminuiam drasticamente. Desde entdo o TiO, tem sido utilizado em
azulejos com propriedades anti-bacterianas e em sistemas de purificacdo do ar. O TiO,, como
purificador de ar, pode ser utilizado na degradacdo de pequenas quantidades de composto como
carbonos hidratados, aldeidos, compostos halogenados, compostos de enxofre, nitrogénio e
varios compostos inorganicos.[14,16,17]

Com a crescente preocupacao com a qualidade do ar dentro de edificios, tem-se vindo a
desenvolver materiais de construgdo com TiO, incorporado, como vidros, azulejos, tintas, papel
de parede e até mesmo cimento. O TiO, € utilizado nestas aplicacdes em nanoparticulas ou em
filmes finos nanométricos para maximizar o seu comportamento fotocatalitico. Também tém
sido desenvolvidas aplicagOes exteriores por exemplo o cimento branco BiancoTX Millennium,
utilizado na construgao de escolas e igrejas em Italia.[17]

Em 1995 foi descoberto um novo fendémeno relacionado com a fotocatélise: colocando
0 TiO, sobre uma superficie vitrea e expondo-o a radiacéo ultravioleta criaram-se zonas super-
hidrofilicas a par com zonas super-hidrofdbicas. Este fendmeno foi posteriormente explicado
quando se verificou por AFM que a radiacdo ultravioleta removera parte dos atomos de
oxigénio da superficie, estas areas eram hidrofilicas e tinham dimens6es de 30x50nm.[18] Esta
propriedade faz com que a tensdo superficial entre a gota e a superficie seja muito baixa em
relacdo ao ar, levando a criagdo de uma fina camada de &gua sobre a superficie, quando exposta
a radiacdo UV. Esta camada dificulta a aderéncia de outros elementos e torna as superficies
facilmente lavaveis. A hidrofilia fotoinduzida nestas superficies com TiO,, aliada as suas

propriedades fotocataliticas deram origem a aplicagdes como as superficies autolimpantes e
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superficies que ndo embaciam. Alguns exemplos ja em fase de comercializacdo consistem em
fachadas, vidros que se limpam com as &guas da chuva, levando a uma maior economia de
produtos quimicos de limpeza. Uma outra aplicacdo interessante prende-se com o uso do TiO,
no arrefecimento de edificios, isto €, incorporando as nanoparticulas de TiO, nas fachadas de
edificios e instalando um mecanismo de dispersao de &gua é possivel criar uma camada de dgua
com cerca de 0,1mm. Estudos preliminares mostraram uma reducdo de 15° C em vidro e uma
reducéo de 40 a 50° C em vidros escuros contribuindo para uma reducéo dos gastos energéticos.
[18]

Existem também registos de estudos sobre aplicagdes a nivel da medicina que ndo se
restringem a sua accao bactericida, foi também estudada a sua eficiéncia na luta contra o cancro.
[19]

Para além das aplicac6es na purificacdo do ar é também possivel utilizar estas particulas
na purificagdo de &guas residuais e solos contaminados com pesticidas. Estas aplicagfes tiram
partido da formag&o de radicais activos na superficie do TiO, quando em contacto com a &gua.
[20,21] Na presenca de radiagdo ultravioleta a adicdo de nanoparticulas de TiO, consegue

diminuir em 70% a quantidade total de compostos organicos. [22]

Tratamento Construgao
EEGIES Civil

Dispositivos

Electrénicos

o

Figura 2 — Areas onde as nanoparticulas do TiO, ja sdo incorporadas em produtos comercializados.

1.1.3 IMPACTO
Embora o ser humano tenha estado desde sempre exposto a particulas ultrafinas (cinza

vulcénica, tempestades de areia) e o corpo humano esteja perfeitamente qualificado para
responder a estas ameacgas, 0 nimero e variedade de nanoparticulas sintéticas tem aumentado
exponencialmente desde a era industrial. Este aumento est4 fortemente relacionado com o
aumento de doencas cardiovasculares, respiratorias, cancros e indice de mortalidade.[23]

As particulas de TiO, com didmetros superiores a 100nm sdo consideradas
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biologicamente inertes tanto para animais como humanos, porém 0 mesmo ndo é
necessariamente aplicavel as particulas de diametros inferiores.

O crescimento exponencial da comercializacdo dos produtos com nanoparticulas de
TiO, incorporadas, levanta questdes quanto ao impacto que estas poderdo ter nos ecossistemas

ou mesmo na salde publica que tém de ser respondidas a curto prazo.

Efeitos na Saude Publica

Se por um lado as infimas dimensGes e imensa area superficial das nanoparticulas lhes
conferem novas propriedades, por outro, é necessario ter em conta que esta mesma caracteristica
torna-as da mesma ordem de grandeza ou mesmo inferior que as células. Existe por isso o
perigo destas particulas se infiltrarem por endocitose ou fagocitose em estruturas biol6gicas
bésicas e causarem danos a diferentes niveis.[23]

A exposigdo a estes materiais pode dar-se das mais diversas formas, por ingestdo, por
inalacdo ou mesmo por absor¢do da pele. Por exemplo, estima-se que nos paises desenvolvidos
cada pessoa ingira cerca de 10 particulas por dia, sendo estas maioritariamente de TiO, e
silicatos provenientes da industria alimentar. Estas particulas nao se dissolvem e acabam por se
acumular no organismo. [23]

Outro estudo em que foram administradas doses elevadas de TiO; a ratos mostrou que
se acumulava em diversos 6rgdos como o figado, rins, baco e pulmdes. Estes resultados
apontam a necessidade de se estudar mais atentamente os efeitos adversos nestes 6rgdos, tendo
também em conta outros meios de exposicao. [11]

Quanto a absorcdo do TiO, pela pele (tendo em conta aplicacbes como 0s protectores
solares e produtos cosméticos) os resultados obtidos sdo muito dispares, ndo foi por isso
possivel chegar consenso. [11] Isto leva a crer que parametros como as dimensdes das particulas
utilizadas, a sua estrutura, aglomeracdo e duracdo do ensaio podem interferir com o0s
resultados.[23,24] A maioria dos estudos levados a cabo tém durac@es curtas entre 24 e 48horas
porém, existe uma clara necessidade de estudar os efeitos a longo prazo. Wu (2009) e a sua
equipa tentou suprir esta necessidade elaborando um estudo in vitro e com cobaias vivas durante
30 a 60 dias. As cobaias usadas foram porcos e ratos sem pélo. Surpreendentemente todas as
nanoparticulas usadas (com dimensfes entre 9 e 60nm) foram absorvidas pela pele, causando
mesmo alguns efeitos adversos nos ratos. Para mais informagdes consultar a referéncia [24].

Embora tenha sido provada uma clara relacdo entre a inalagdo de nanoparticulas de
TiO, e cancro do pulmdo em ratos [25], o0 mesmo ainda ndo foi comprovado para humanos pois
0 numero de estudos neste campo € muito reduzido. Foi porém observado que estas particulas se
acumulam nos pulmdes dos ratos e sdo dificilmente removidas por ac¢do dos macrofagos. Este
mesmo mecanismo ocorre em humanos com outros tipos de nanoparticulas de comportamentos

semelhantes ao TiO, como o SiO, [26]. Estudos in vitro mostraram que as nanoparticulas de
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TiO, quando inaladas levam a uma diminui¢do na expressao de certos receptores de virus e
bactérias, o que origina uma diminuigdo das defesas do individuo.[23] A informacéo existente
levou a que o TiO, fosse colocado na lista da International Agency for Research on Cancer
(IARC) como um possivel carcinogénio. Esta instituicdo alertou também quanto aos riscos que
os trabalhadores em exposicdo constante e directa estdo sujeitos nas unidades fabris. [11]

Efeitos no Ambiente

O aumento na producdo destas particulas leva a uma maior exposi¢do ambiental vinda
de variadas fontes, nomeadamente: derrames durante a producdo e o transporte, residuos de
producdo (liquidos, sélidos ou gasosos), desgaste perdas durante o ciclo de vida dos produtos,
perdas provenientes das lixeiras no fim de vida do produto.[27] Disto é um bom exemplo o
estudo de Kaegi et al. (2008) dado ter comprovado que nanoparticulas sintéticas de TiO,
utilizadas na pintura de fachadas de edificios expostas as condigdes climatéricas conseguem
libertar-se por ac¢do das chuvas e infiltrar-se em ambientes aquaticos, embora ainda seja dificil
quantificar a sua concentra¢do no meio. [7]

Estas razbes tém levado a multiplicacdo do numero de estudos do impacto destas
nanoparticulas nos ultimos anos. A maioria destes trabalhos encontra-se focalizada nas
consequéncias da exposicdo de nanoparticulas, sendo o nimero de estudos com vista o
desenvolvimento de ferramentas e abordagens de caracterizagéo significativamente menor. [28]
E por isso fundamental desenvolver ferramentas de diagndstico capazes de caracterizar e
quantificar em tempo Gtil as nanoparticulas em sistemas reais.

Os ensaios ecotoxicoldgicos pretendem prever as consequéncias a curto e longo prazo
no caso de determinada substancia quimica entrar em contacto com o meio ambiente. Sdo por
isso uma forma de quantificar o perigo intrinseco de determinado produto. Os ensaios a curto
prazo tém como objectivo determinar apenas a taxa de sobrevivéncia de determinado organismo
enquanto os testes a longo prazo ou crénicos, procuram conhecer as consequéncias da exposi¢ao
prolongada a doses ndo letais (geralmente a nivel de crescimento e reproducéo). [2]

A toxicidade aquética € 0 primeiro passo a executar para se proceder ao estudo de
andlise de determinado produto. [2]

Um esforgo significativo tem sido feito com vista a criar uma base legal adequada a
classificagdo, fabrico, manipulaco, distribuicdo e tratamento de residuos de nanomateriais. Para
tal a Comissdo Europeia iniciou o projecto “Nanociéncias € Nanotecnologia: Um plano de acgdo
para a Europa 2005-2009” com vista a financiar estudos, sobretudo de analise de risco, facilitem
a tomada de decisdes. E, apesar do numero de estudos ecotoxicologios ter crescido
exponencialmente ha ainda um longo caminho a percorrer.

Na Europa, a organizacdo Water Framework Directive (WFD), responsavel por manter

um bom equilibrio quimico e ecoldgico das adguas de superficie, afirma que é impossivel num
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futuro préximo definir limites para as nanoparticulas nestas dguas. Tal deve-se a uma extensa
falta de conhecimentos dos seus efeitos toxicoldgicos, degradabilidade, bioacumulagcdo em
ambientes aquéticos e pelas questdes levantadas em relagdo & validade dos testes e métodos
utilizados. Embora o nimero de estudos sobre ecotoxicologia de nanoparticulas feitas pelo
homem tenha vindo a aumentar os dados apresentam-se inconsistentes e ndo suficientemente
sistematicos para se poder tirar conclus@es solidas quanto ao perigo que estas representam para
0 ambiente.[27]

A necessidade de homogeneizar os parametros dos estudos sobre nanoparticulas, levou
a que a OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) langcasse uma série
de seis directivas como resposta ao problema. Nestas directivas é possivel consultar uma lista de
nanomateriais ja em fase de producdo que necessitam urgentemente de ser estudados (entre eles
0 TiO,), bem como algumas directivas sobre que propriedades se devem os investigadores
debrucar (agregacéo, solubilidade, fases cristalinas, tamanho de particula, distribui¢éo, potencial
zeta, propriedades fotocataliticas, etc..) e em que condi¢fes devem ser efectuados 0s ensaios
toxicoldgicos.[29]

Os primeiros testes toxicoldgicos sdo geralmente levados a cabo em algas, crustaceos ou
peixes, por serem a base da cadeia alimentar.

No caso do TiO, ndo existem muitos estudos para determinacdo do LC50 (concentracéo
minima para a qual ocorre 50% de mortalidade) com peixes pois estas aglomeram e sedimentam
muito rapidamente. Por conseguinte € muito dificil manter uma concentracdo elevada o
suficiente para atingir uma toxicidade letal. Com concentracbes de 10mg/l ndo é possivel
prevenir a aglomeracédo das particulas mesmo com extensos tempos de sonicacdo ou com adicao
de dispersantes. [22] Ja no caso dos ensaios com algas, a aglomeracdo pode aumentar a
toxicidade do TiO, uma vez que acaba por as envolver. [30]

No Anexol encontram-se resumidos alguns resultados de estudos levados a cabo para
averiguar a toxicidade das nanoparticulas de TiO,. Apesar de ainda ndo haver consenso nos
resultados, nota-se nos trabalhos mais recentes esfor¢cos na homogeneizagéo dos parametros de
testes, pelo uso de directivas como as I1SO, US EPA, OECD. Nota-se também uma gradagdo da
importancia adquirida pela etapa de caracterizacdo das particulas em seco e em suspensao.
Técnicas como SEM, DRX, DLS e BET tém sido utilizadas para este fim.

Um estudo recente tratou estatisticamente, embora de maneira simplista, os resultados
obtidos em ensaios ecotoxicologicos nos quais foram utilizados diferentes organismos. Neste
estudo foi tido o cuidado de escolher ensaios em que foram usadas as directivas da OECD, no
entanto nao foram consideradas qualquer tipo de variagcbes nas caracteristicas das
nanoparticulas. As conclusoes retiradas foram que, apesar da toxicidade do TiO, variar com o

organismo, estas nanoparticulas sdo nocivas ao meio ambiente em concentracdes dos 10 e 100
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mg/l. Os parametros utilizados no tratamento estatistico foram o LC50 que corresponde &
concentragcdo no meio capaz de matar metade da populacdo em estudo. As concentra¢cdes LC50
obtidas foram de 67,7+10mg/I para os crustaceos, 603+4mg/l para as bactérias, 65,5+4mg/| para
as algas, 300+4mg/l para os peixes, 80,1+1mg/l para os nematodeos e 20000+1mg/l para as
leveduras. N&o apresentou contudo toxicidade para os ciliados. [30]

A grande maioria dos estudos ecotoxicol6gicos em meios aquéticos é efectuada em
organismos de agua doce, porém é possivel encontrar alguns estudos em agua do mar (ambiente
mais complexo). Estes estudos apesar de poucos, alertam para alteracBes comportamentais
significativas (maior dispersdo e sedimentacdo rapida) induzidas pela salinidade do meio

(elevada concentragdo idnica). [2]

Atendendo as necessidades de caracterizagdo aferidas, procurou-se no presente
trabalho caracterizar, por diferentes métodos, nanoparticulas de TiO, em diferentes meios,
nomeadamente em agua do mar, agua do rio, meio de cultura e meio de teste de Daphinas
(elaborados segundo as directivas da OECD) agua da torneira e a agua ultrapura

(tradicionalmente mais utilizada).

Contudo, ainda ndo existe uma ferramenta ideal para medir nanoparticulas em meios
naturais, (i.e. rios, mares, solos), e apesar do esforco para tentar adaptar as ferramentas e
técnicas existentes tal ainda ndo é possivel. As dificuldades na caracterizagdo devem-se
principalmente a dois factores: a) a concentragdo esperada de nanoparticulas sintéticas no meio
é muito baixa (ng/l) e encontra-se abaixo do limite de medida de muitos equipamentos; b) a
existéncia de particulas naturais capazes de adulterar os resultados obtidos (especialmente nos

métodos de analise quantitativa de determinado metal). [22]

1.1.4 PROBLEMATICA DA CARACTERIZACAO
Como se pbde observar pelos resultados toxicolégicos descritos, ainda ndo é possivel

chegar a consenso sobre a toxicidade das nanoparticulas nomeadamente as de TiO,. Este facto
pode ser explicado por a toxicidade destes materiais ser afectada por um grande nimero de
factores, nomeadamente, as dimensdes e forma da particula, a sua &rea superficial especifica, a
concentracdo, a polidispersibilidade e diversos pard@metros do meio (pH/concentragdo idnica,
composicdo, etc.). Torna-se por isso fundamental, proceder a uma boa caracterizagcdo das
particulas e do seu comportamento no meio de teste antes de estudar a sua toxicidade. Varios
estudos tém sido feitos numa tentativa de se compreender o comportamento de nanoparticulas
como as de TiO, em suspenséo.

No estudo de Jingkun et al (2009) procurou caracterizar-se 0 comportamento das
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nanoparticulas de TiO, (P25 da Degussa) em meios com diferentes pH (Figura 3) e
concentragdes idnicas (Figura 4). Estudou também o impacto da adicdo de um dispersante e a
eficiéncia do uso de ultra-sons. Os parametros estudados foram o grau de aglomeragdo (por
DLS) e a carga superficial (por ELS). Numa primeira etapa as particulas foram expostas a uma
variacdo de pH entre 3,4 e 10,4 (por adicdo de NaOH e HCI) enquanto a forga i6nica da
suspensdo foi mantida constante a 0,001M (por adicdo de NaCl). Numa segunda etapa,
manteve-se 0 pH 4 e alterou-se a for¢a idnica por adicdo de NaCl (0,0001 — 0,001M). [31]
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O ponto isoeléctrico da suspensdo ocorreu para valores de pH6. Para valores afastados
deste pH (inferiores a 4,2 e superiores a 8,2) as forcas repulsivas mostraram-se dominantes
sobre as de Van der Walls o que resultou em inibicdo da aglomeracdo. Para valores proximos
deste ponto a aglomeragdo mostrou-se muito intensa, saindo mesmo fora dos limites de medigdo

do equipamento. [31]
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O potencial zeta consiste numa diferenca de potencial entre o plano de cisdo da camada
interior e exterior da camada eléctrica dupla que envolve a particula e a concentracdo de um
ponto no meio. Com adi¢des de sal superiores a 0,01M a concentracéo de iGes do meio mostrou
elevada um suficiente para diminuir significativamente esta diferenga de potencial o que levou a
compressdo da camada e consequente aglomeracdo (aumento do didmetro hidrodindmico).
Posto isto, o0 D(H) era de 90nm mostrando uma clara dominéncia das forgas electrostaticas
repulsivas sobre as atractivas inibindo a aglomeragdo, porém a 0,1M o resultado obtido foi
oposto, as forcas atractivas dominantes levaram a um claro aumento da aglomeracdo
(aprox.7000nm). Outra questdo importante é que a adicdo de apenas 0,005M levou a um
aumento de 66nm de diametro, o que sugere uma enorme susceptibilidade a este factor. Este
estudo foi levado a cabo para suspensdes com concentragdoes de 50, 100 e 200pg/ml onde se
obtiveram resultados coerentes entre si. [31]

Quanto ao estudo da sonicacdo 0 tempo minimo necessario para atingir a dispersao

maxima foi de cerca de 120 segundos para a sonicacao por sonda com poténcia 750W (20kHz).

Estudos toxicoldgicos utilizam muitas vezes suspensGes com forca ionica de 0,1M. A
aglomeracdo é por isso um mecanismo comum passivel de criar problemas tanto nos estudos
toxicolégicos como & aplicagdo de métodos de caracterizagdo das nanoparticulas. Este factor
aumenta normalmente com a concentragdo de nanoparticulas entre outros factores do meio. [2]

Tratamento das amostras - Aglomeracao

De modo a contornar as dificuldades descritas acima é necessario proceder ao
tratamento das amostras antes de se passar a etapa de caracterizag&o.

Existem diversas alternativas para a evitar ou minimizar a aglomeracéo, por exemplo,
com a adicdo de solventes ou dispersantes, uso de ultra-sons ou agitagdo. A aglomeracdo das

nanoparticulas pode ser classificada de duas formas tendo em conta as forgas que estéo a actuar:
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aglomeragdo e agregacdo. No primeiro caso as particulas encontram-se ligadas por forgas fracas
(forcas de Van der Walls), mas no segundo as suas ligagdes ja sdo de cariz quimico, e
consequentemente mais fortes. (Figura 5) Os métodos referidos acima conseguem diminuir a

aglomeragdo mas nédo a agregacéo. [31]
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A adicéo de solventes ou dispersante é bastante eficiente na dispersdo de nanoparticulas,
a carga ionica da solucédo é fundamental. Nesta categoria estdo incluidos solventes como acetona
e alcool, agentes dispersantes ou até mesmo o uso de diferentes pH. Porém, é preciso ter em
conta que o objectivo subjacente ao trabalho é a sua posterior aplicabilidade em estudos de
toxicologia das nanoparticulas de TiO,. Assim 0 excesso de aditivos pode levar a alteragdes
morfol6gicas das particulas e alterar os resultados toxicologicos.[2] Existem porém aditivos
organicos naturais muito eficientes na dispersdo de nanoparticulas. No caso das nanoparticulas
de TiO, o &cido flavico (presente em muitos sistemas aquaticos - p.e. rios) mostrou-se muito
eficiente. Para além de resolver o problema da aglomeracdo é ambientalmente relevante. [33]

Os ultra-sons sdo largamente usados para a dispersdo de particulas, em testes
toxicoldgicos, evitando assim o recurso a aditivos toxicos. Apesar de relativamente eficientes na
dispersdo dos aglomerados, podem causar danos na superficie das nanoparticulas. Em muitos
casos o efeito da sonicacdo ndo é permanente pois pode levar a nova aglomeragao das particulas
quando a suspensdo fica em repouso. As suspensdes de agua ultra-pura ndo apresentam
problemas mas quando se usam matrizes em agua nao purificada a sonicacdo pode induzir a
formacdo de espécies de oxigénio reactivas. Porém, a agitacdo por meio de agitadores
magnéticos é pouco eficiente, demorando muito tempo, podendo também causar danos na
superficie das particulas. [2]

Por vezes utiliza-se uma etapa de filtragem para se ter a certeza que ndo existem
aglomerados acima de uma determinada dimensdo. Mas este método est4 longe de ser o ideal
uma vez que altera a concentracdo da solucdo e ndo impede que as particulas voltem a
aglomerar novamente.[2]

N&do sendo possivel afirmar qual o melhor método, torna-se necessério analisar

cuidadosamente caso a caso e escolher o que mais se adequa, podendo mesmo recorrer-se a
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Varios.

No presente trabalho foi estudado o efeito de diferentes solventes, tensioactivos e pH em
conjugacéo com a Ultrasonicacao.

Porém, a aglomeracdo do meio pode também ser um factor de a estudar. Um método
utilizado neste tipo de estudo é por Anéalise de Difraccdo Dindmica da Luz (DLS)[34] embora
um trabalho recente tenha sugerido o uso de uma nova técnica para esta monitorizacdo. Neste
estudo Jun Tanguchi e a sua equipa criaram um método denominado de Espectroscopia Difusa
de Densidade de Onda (DPDWS). Este método estima propriedades dpticas de suspensdes
concentradas pela atenuacdo e desfasamento que a radiacdo sofre ao atravessar o meio. Neste
método de difrac¢do da luz em vez de ser usado um feixe a luz é modelada na forma de uma
esfera coerente. A experiéncia levada a cabo durante o processo de gelificacdo de leite
conseguiu medir com sucesso aglomerados desde os 100 nm e os 800nm. [35]

Métodos de Caracterizacao

As medidas de caracterizacdo e quantificacdo de nanoparticulas sdo afectadas pelo
tamanho e natureza das particulas, concentracdo da amostra e propriedades da solucdo e pelos
principios fundamentais do método aplicado.

As caracteristicas mais usualmente medidas antes do inicio do estudo toxicoldgico para
0 TiO, sdo a medicdo do tamanho primario da particula, area de superficie especifica,
cristalinidade, morfologia e potencial zeta. O seu efeito nos organismos é normalmente estudado
através de técnicas de imagem para a identificagdo das nanoparticulas nos organismos.

O cruzamento de dados, obtidos por diferentes técnicas laboratoriais, tem-se mostrado
produtivo na caracteriza¢do destas nanoparticulas e tem por sua vez estimulado as colaboragdes
entre cientistas de diferentes areas. [22]

Para a medicdo do tamanho da particula € muito comum o uso de métodos baseados na
difraccdo de radiagdo, sendo mais comum o DRX. Estes métodos apresentam como principal
vantagem, uma perturbagdo minima das particulas no meio e a amostra ndo necessita de
preparacdo especial. [36]

A medicdo de propriedades fisicas da particula pode ser feita por diferentes métodos.
Técnicas como Microscopia Electronica (TEM,SEM), Espectroscopia de Fluorescéncia de
Correlagéo (FCS), Centrifugacdo e DLS medem o didmetro hidrodindmico, (Fraccionamento
por efeito de campo) FFF o volume, potencial zeta e a mobilidade electroforética a carga
superficial, DRX e TEM-EDS a estrutura cristalina, BET a area superficial. Quando & analise
das propriedades quimicas é possivel utilizar o TEM-EDX para a composi¢cdo elementar de

particulas individuais, (Difraccdo de Raios-X) XRF para a sua composic¢do e quantificacdo e
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DLS e AFM para medir a aglomeracéo. [37]

Estes sdo apenas alguns métodos possiveis, pois para além da adaptacdo e
melhoramento dos métodos existentes, novo métodos como a Andlise de Localizagdo de
Nanoparticulas (NTA) tém sido desenvolvidos.

Todavia, nenhum destes métodos provou nos dia de hoje ser ideal na caracterizacao das
nanoparticulas, cada um tem as suas limitacdes. Neste trabalho procurou-se fazer um

levantamento das vantagens e desvantagens de algumas das técnicas existentes.
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1.2 TECNICAS EXPERIMENTAIS

1.2.1 ANALISE POR DISPERSAO DINAMICA DA LUZ
A técnica de Dispersdo Dinamica da Luz (DLS) € utilizada na medi¢do do tamanho de

particulas na regido sub-micrométrica geralmente em meios liquidos. O seu principio de
funcionamento baseia-se na medi¢cdo do movimento browniano das particulas. Este movimento
ocorre quando as moléculas do meio liquido colidem com as particulas em suspensdo, por esta
razdo as particulas de dimensfes maiores possuem um movimento mais lento que as menores. O
calculo das dimens6es das particulas ndo é por isso directo (Ver Anexo 2) e é influenciado por
diferentes factores como a temperatura a que se encontra a amostra (pois esta interfere
directamente na viscosidade do meio causando maior ou menor atrito). A temperatura tem por
isso de se manter estavel para que as correntes de convecgdo ndo adulterem os resultados.
Outros factores que fazem variar a velocidade de difusdo no meio séo a forga idnica do meio.

E importante ter em conta que a medida adquirida ndo corresponde as particulas em si
nem mesmo aos agregados, corresponde sim ao Diametro Hidrodindmico por elas formado.
Este didmetro corresponde ao de uma esfera que possui 0 mesmo coeficiente de difuséo
translacional que a particula/agregado em si. Este coeficiente é influenciado pela particula em si
a sua superficie, pela concentracédo e o tipo de ides do meio. O didmetro Hidrodinamico é entdo

calculado através da equagdo de Stokes-Einstein:

d(H) = 3:% (Equacéo 1)

Com k sendo a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, n a viscosidade do
meio e D o coeficiente de difusdo translaccional.[38]

E uma técnica muito versatil e difundida em muitos laboratdrios quimicos. E bastante
simples de operar, rapida na obtencdo de resultados e tem um nivel de perturbacdo minimo para
a amostra. Apresenta porém algumas limitacOes: a) as particulas em suspensdo devem ser
idealmente monodispersas, b) idealmente as particulas devem ser esféricas e c) é afectada pela
aglomeracdo. [2]

A questdo da polidispersdo é explicada pela relacdo descrita no Anexo 2. Isto é a
intensidade da luz difractada estd dependente das dimensdes da particula numa relacdo de
expoente 6. Se a amostra for composta por particulas de 3 e de 30nm, segundo Rayleigh a luz
difractada da segunda vai ser 10° superior & da primeira. O mesmo ocorre se existirem
impurezas de dimensdes superiores em suspenséo. [2]

As questbes b) e c) estdo de certo modo interligadas. Este método ndo mede
directamente o tamanho da particula, mede sim o didmetro esférico equivalente & dupla camada
eléctrica que a rodeia. No caso das particulas estarem aglomeradas, a relacdo medida é a camada

eléctrica dupla do aglomerado. O mesmo ocorre para particulas com morfologias diferentes das
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esféricas. Os resultados obtidos por esta técnica necessitam por isso de ser confrontados com a
informacao existente sobre as particulas em estudo e analisados com espirito critico. [31] Outra
questdo fundamental estd relacionada com o facto do método se basear no movimento
browniano, logo movimentos de natureza nao aleatéria como a sedimentacdo poderem camuflar
estes movimentos.[38]

Tendo em conta a natureza das nanoparticulas de TiO, ndo é possivel medir as
dimensbes das suas particulas por este método, apenas dos seus aglomerados.

Existem ainda outras técnicas baseadas no movimento browniano das particulas, como

€ o caso da Andlise de Localizacdo de Nanoparticulas (NTA). Esta técnica recente € utilizada no

célculo da constante de difusdo a partir da qual é calculada a sua dimensdo. Permite também a
visualizagdo das particulas, pois este movimento é contabilizado através da filmagem de um
video, 0 que acaba por ser uma vantagem na analise dos dados. Porém o meio continua a ser
afectado pelas condigdes anteriores. Esta técnica foi aplicada em suspensdes dispersas de

nanoparticulas de TiO, com resultados pouco satisfatorios. [37]

1.2.2 DIFRACCAO DE RAIOS-X
A difraccdo de raios-X consiste num método de identificagdo da estrutura de materiais.

Supondo que os atomos do material em estudo se encontram igualmente espacados a uma
determinada distancia interplanar d, ao serem expostos a radiacdo com comprimentos de onda
inferiores a d, esta vai ser dispersa em diferentes direc¢Ges. Alguns destes fotdes vao interagir
entre si construtivamente e outros destrutivamente. A maneira como a radiagdo se dispersa esta
dependente do comprimento de onda da mesma e da estrutura atdbmica da amostra cristalina. Na
Figura 6 encontra-se esquematizada uma interac¢do construtiva da radiagdo com o material.
Com base em relagdes geométricas é possivel chegar a lei de Bragg - nA=2dsen6. Em que A
corresponde ao comprimento de onda dos fotdes incidentes, d a distancia interplanar e 6 ao
angulo entre o plano dos atomos e o feixe de fotdes incidentes. De referir que 6 varia entre 0 e
90° .
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O erro relativo do método, é dado pela relagédo % = —cotgA#. Pelo que se conclui que

quanto maior o angulo de incidéncia menor serd o erro relativo da medida. Para além do erro
matematico existem outros condicionantes experimentais que podem induzir erros mais
significativos nas medidas: o correcto posicionamento da amostra, no porta-amostras, a
espessura da amostra, a compactagdo da amostras, sdo alguns desses factores.

Dos dados de DRX é possivel obter uma estimativa das dimensdes das cristalites que

« \ s KA )
formam os gréos. Para tal recorreu-se a formula de Scherrer, T = Beosd em que K é o factor de

forma, A o comprimento de onda da radia¢do incidente, B a largura a meia altura do pico em
radianos e 6 o &ngulo de Bragg. Esta formula ndo é aplicavel a grdos com dimensdes superiores
a 0,lum e o factor de forma varia com a estrutura da cristalite. E no entanto afectada por
diferentes factores como por exemplo as especificacbes do equipamento e as condicBes de
preparacdo da amostra (espessura, homogeneidade, deformagdes da rede, polidispersdo, etc.).

Este método tem como desvantagem a preparacdo da amostra pois tém de ser
preparadas amostras secas. [22]

1.2.3 ESPECTROSCOPIA DO VISIVEL/ULTRAVIOLETA
A espectroscopia do visivel/ultravioleta consiste numa técnica de caracterizacdo oOptica

de materiais e baseia-se na interacgdo entre a radiacdo e a amostra. Isto é, para um dado
comprimento de onda incidente, a técnica consegue quantificar a, Absorvancia(A),
Reflectancia(R) e Transmitancia(T), que por sua vez se relacionam entre si através de:
AWFTO)+RA) = 1.

O Espectrofotometro de UV/Vis possui dois tipos de ldmpadas, uma para a radia¢éo
visivel geralmente de Deutério e outra para a Ultravioleta, de Tungsténio/Halogénio. A luz
depois de atravessar um monocromador é dividida em dois feixes, um deles atravessa a amostra
em estudo e outro a referéncia. A quantidade de luz que é transmitida ou reflectida pela amostra
é entdo comparada com a da referéncia. Os dados obtidos sdo por isso uma razdo entre a
radiacdo que atravessa a amostra e a incidente. Pela lei de Beer-Lambert é possivel inferir a
concentracdo de uma dada solugdo tendo em conta a absor¢do a um dado comprimento de onda
através da relagdo A=adc. A € absorcdo, d é a distancia percorrida pela luz ao longo do corpo e

¢ a concentracdo da suspensdo e, por fim, a é uma constante dependente do comprimento de

onda dada por a = % sendo k o coeficiente de extingdo. A Absorvancia também pode ser
escrita do seguinte modo, A = — log(;—l) sendo |y a intensidade do feixe antes de atravessa-la a
0

amostra e I; a intensidade depois de atravessa-la. A concentracdo pode entdo ser calculada

fazendo,

A
dark

¢ = —log (j—;) X (equacéo 2)
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Tem como vantagem ser um equipamento muito comum em laboratérios. Como
desvantagem as particulas tém de estar em suspensédo e o sinal depende de vérios factores. Os
resultados s&o facilmente influenciados por particulas de dimensdes superiores.

Para mais detalhes sobre a técnica consultar a referéncia [39].

1.2.4 FLUORESCENCIA DE RAI0S-X
A fluorescéncia de raios-X é uma técnica importante na identificacdo qualitativa e

guantitativa de elementos quimicos, tem como vantagem ndo ser uma técnica destrutiva e nao
necessitar de uma preparacdo especial das amostras. A reprodutibilidade de resultados por esta
técnica é muito precisa e rapida (entre 30 segundos a 30 minutos) contudo necessita de padrbes

adequados. Para mais detalhes sobre a técnica consultar a referéncia [40]

1.2.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSAQ
Na Microscopia Electrénica de Transmissdo um feixe altamente energético (entre os

100kV e os 400kV) de electrBes é disparado através da amostra. Com esta técnica é possivel
atingir resolucdes da ordem dos Angstroms tornando possivel visualizar a forma como os
atomos estdo arranjados.

Os electrdes primarios (do feixe) ao incidirem na amostra podem dar origem a variadas
interacgdes. O TEM esta por isso munido de detectores capazes de identificar electrdes
secundarios, retrodifundidos, raio-X caracteristicos mas, especialmente, tem detectores para
identificar os electrdes transmitidos. A preparagdo da amostra é por isso fundamental uma vez
gue esta tem de ser fina o suficiente para se deixar atravessar pelos electrdes. Estes electrbes
incidem num detector com uma chapa de fosforo. As zonas com mais material vao impedir a
chegada de electrfes transmitidos a chapa, contribuindo para zonas mais escuras. Tal como em
fotografia, a chapa consiste num negativo da imagem real. Para mais detalhes sobre a técnica

consultar a referéncia [41]

1.2.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO
A microscopia Electronica de Varrimento, tal como a de Transmissdo, baseia-se na

interacgdo de um feixe de electrfes com a amostra em estudo. A energia do feixe varia entre os
0,5keV e os 50keV, esta intensidade, tal como o didmetro do feixe, € muito menor que as
utilizadas em TEM pois esta técnica retira informacdo dos electrGes reflectidos e ndo dos
transmitidos. Outra diferenca fundamental entre as duas técnicas é que, enquanto em TEM o
feixe se encontra estatico, em SEM este é deflectido com recurso a bobhinas. Em termos de
resolucdo, hoje em dia, ja é possivel atingir os 5A. A informagdo obtida por SEM nio se
restringe apenas a criar uma imagem da amostra, ¢ também capaz de fornecer a sua
caracterizacdo elementar. Quando os electrdes colidem com a amostra € gerada uma grande

variedade de sinais, porém os que fornecem mais informagdo sdo os electrBes secundarios,
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electrBes retrodifundidos e raios-X. Os electrdes secundarios sdo arrancados da superficie do
material e sdo utilizados para gerar a imagem da sua topologia. Os electr@es retrodifundidos sdo
electrbes do feixe principal que foram deflectidos pelos &tomos do interior da amostra. Com eles
é também possivel criar uma imagem da amostra (embora com menos defini¢do) tendo em conta
0 numero atémico dos elementos que a compdem. Os raios-X emitidos possuem uma energia
caracteristica a partir da qual é possivel identificar os materiais que compdem a amostra
permitindo a sua analise elementar. Este tipo de analise denomina-se de Espectroscopia de
Diperséo de Energia (EDS).

Com o0s novos equipamentos de SEM ¢é possivel acoplar um mddulo de FIB, o que
permitiu o feixe deixar de ter uma funcionalidade passiva, tornando-se uma ferramenta de
manipulagdo e corte da amostra em si. O FIB utiliza um feixe de iGes capaz de esculpir a
amostra, abrindo todo um mundo de possibilidades no desenvolvimento de dispositivos
electrnicos de ultima geragéo (analise de falhas, reparagéo de circuitos, litografia, deposi¢édo de
material), na investigagdo de novos materiais ou até mesmo na preparagdo de amostras para
ensaios de TEM.

Para mais detalhes sobre a técnica consultar a referéncia [41]

1.2.7 MICROSCOPIA DE FORCAS ATOMICAS

O microscopio de forgas atdmicas é largamente utilizado para obter informacao sobre a
morfologia superficial de solidos com resolucdo a nivel atdbmica, nomeadamente para criar
imagens, medir e manipular materiais a nanoescala.

A sua grande vantagem face ao microscépio electrénico é poder criar uma imagem 3D
(Figura 7) de, qualquer tipo de material (desde que a rugosidade ndo seja demasiado elevada)
sem necessidade de revestimento superficial.

O AFM usa uma sonda colocada na extremidade dum suporte (de comprimento entre 0s
100 e os 200mm), denominado de cantilever em linguagem anglo-saxonica, para mapear, sem
contacto fisico, a superficie do material analisar. Essa sonda, geralmente de Si ou SisN, é muito
agucada terminando, idealmente, num atomo. As suas dimensdes sdo de 2 um de comprimento e
menos de 1um de didmetro. Ao interagir com a superficie em estudo, as forcas de Van der
Walls geradas véo originar deflexdes do brago. Com recurso a fotodetectores e sensores
piezoeléctrico os seus movimentos ascendentes e horizontais podem ser registados. Um feixe
LASER incide na ponta da agulha e é reflectido até ao sensor de posi¢do, 0 que permite registar
as variacOes de altura da ponta (segundo o eixo z). O sensor de posicao é extremamente sensivel
e consegue detectar variacfes no feixe de apenas 1nm. Como desvantagem apresenta a demora
na recolha de informacédo e a dificuldade em obter-se uma amostra significativa. Informacdes

mais detalhadas podem ser consultadas na referéncia [42].
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1.2.8 ULTRA-SONICACAO
A ultra-sonicacgdo causa o efeito de cavitacdo no liquido. Este efeito pode ser utilizado

para diversas aplicacBes como homogeneizagao, desintegracio ou limpeza. E muito utilizada na
indUstria para separar particulas coloidais tais como tintas ou mesmo leite. Este efeito consiste
na formacao de microbolhas numa regido de um liquido que se encontra a uma pressdo inferior
a sua pressdo de vapor. Estas bolhas ao rebentarem criam uma onda de choque (cavitacao inerte)
capaz de danificar objectos como turbinas e hélices. Quando esse colapso ndo ocorre, a bolha é
forcada a oscilar em tamanho e forma (cavitacdo ndo inerte). Este € o efeito em que se baseia a

ultra-sonicacéo.

1.2.9 POTENCIAL ZETA

As nanoparticulas como em tantos outros materiais, em contacto com a agua adquirem
uma carga eléctrica superficial. Esta carga superficial afecta a distribuicdo de ides da solucdo na
sua vizinhanga, que por sua vez vai levar ao aumento da concentragdo de contra ifes a sua volta,
formando desta forma uma camada eléctrica dupla.(Figura 8) Esta camada é composta por uma
regido interna em que os ides se encontram ligados fortemente a superficie e uma regido externa
variavel, dependente das forcas electroestaticas e da temperatura. O potencial nesta camada
exterior decresce com o afastamento da particula até atingir o valor nulo (potencial zero).

Ao aplicar um campo eléctrico as nanoparticulas e a camada interna vao mover-se em
unissono, causando um arrasto da camada externa. A interface entre a camada interna e externa,
vai sofrer forcas contrarias levando ao rompimento das ligacdes. A regifo em que este
fendmeno ocorre da-se o nome de plano de quebra. O potencial zeta pode ser definido como a
diferenca entre potencial eléctrico do plano de quebra e um ponto no fluido da suspenséo longe
da particula.

Ao aplicar um campo eléctrico as particulas vao migrar em direccdo ao eléctrodo
contrario a sua carga. A sua velocidade é proporcional a magnitude do seu potencial zeta. Este
método é muito sensivel a contaminagOes. Este valor ndo pode ser medido directamente mas

pode ser calculado a partir de modelos tedricos que tém em conta a viscosidade da suspensdo,
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entre outros parametros, e medidas de mobilidade electroforética . [43]

Ou seja, através da medida de Mobilidade Electroforética é possivel calcular o

potencial zeta das particulas, isto €, da-nos uma medida das cargas superficiais da amostra. As

particulas tém de estar em suspensdo. Esta informacdo é fulcral no estudo da toxicidade ou na

reactividade das nanoparticulas. Esta técnica contudo ndo tem em conta a heterogeneidade das

cargas de cada molécula, fornecendo sempre um valor médio. Estudos da variacdo do potencial

zeta do TiO, com alteragdes de pH e forca idnica podem ser consultados na seguinte referéncia

[31].
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1.2.10 BRUNAUER - EMMETT - TELLER (BET)
A técnica de Absorcdo de N, (BET) é muito utilizada em medidas de &rea especifica da

superficie das nanoparticulas e aparece em praticamente todos 0s estudos toxicolégicos recentes

do TiO,. Tal como o nome indica esta técnica consiste na medida de absorcdo de Azoto por

parte das nanoparticulas. As limitacGes desta técnica ocorrem para elementos que reagem com o

Azoto que estdo agregados ou contém poros. Esta técnica supde que o Azoto entra em contacto

com toda a superficie da amostra e a medida tem de ser efectuada em po6s. [22]

1.2.11 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE CORRELAGAO (FCS)

O método de Espectroscopia de Fluorescéncia de Correlacdo (FCS) é também ele
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similar ao DLS, com a diferenca que tira partido da radiacdo incoerente de particulas que
possuem fluorescéncia, pelo que é afectado por factores semelhantes. Quando aplicado o
modelo correcto é possivel retirar informagdo ndo s6 quanto ao tamanho das particulas como 0s
coeficientes de difusdo das nanoparticulas, o seu didmetro hidrodindmico, concentracdo média e
cinética de reaccdes. Esta técnica esta limitada a particulas com fluorescéncia ou adicionando
marcadores.

Um estudo interessante demonstrou a aplicabilidade deste método em suspensdo de
TiO, na presenca de um acido hdmico. Embora o TiO, ndo apresente fluorescéncia no intervalo
de comprimentos de onda entre os 488 e 0s 514 nanémetros, o acido utilizado apresenta. Gracas

a adsorgdo do &cido a superficie das nanoparticulas foi possivel tirar partido desta técnica.[37]

Consideracoes

Resumindo, sdo necessérias ter em conta algumas consideracfes ao comparar 0S
resultados obtidos por diferentes métodos, mesmo quando se pretende medir a mesma
caracteristica. Por exemplo, ao comparar o tamanho obtido por DLS, BET e DRX tem de se ter
atencdo que as amostras sofreram preparacdes diferentes tal como os seus dados. Para DLS
utiliza-se suspensdes, para BET p6 seco e para DRX pé seco ou na forma de uma pasta
(passivel de criar artefactos). Pelo método DLS néo é medido o tamanho de cristalite mas sim o
diametro hidrodindmico da particula/aglomerado obtido através do movimento browniano. E
também importante ter em conta que a dimensao da cristalite ndo corresponde obrigatoriamente
a dimensdo da particula podendo ser igual ou inferior, e o didmetro hidrodinamico é
aproximadamente igual ou superior. No caso do BET as dimensdes da particula também néo sdo
obtidas directamente mas sim a partir do célculo da area superficial, supondo esfericidade por
parte da particula. Todas estas diferencas vdo induzir diferentes variacfes de erro nas medidas.
[7] No Anexo 2 é possivel consultar uma tabela com limitagdes e vantagem de um maior

namero de técnicas.
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2. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Para melhor estruturar este capitulo optou-se, em primeiro lugar, por criar uma sec¢do
onde se descreve a analise das nanoparticulas apresentando-se em seguida a caracterizacdo das
mesmas em suspens&o.

Na caracterizacdo das suspensdes foi utilizado o DLS logo apds a etapa de sonicagdo
permitindo obter informag&o sobre o tamanho dos agregados num momento inicial.

Procurou-se também estudar o processo de sedimentacdo das particulas e o sedimento
por elas formado. Os dados foram, por isso, divididos em estudo da sedimentacdo e estudo do
sedimento para cada factor estudado. Os factores estudados foram o pH, a exposicédo a radiacdo
ultravioleta, diferentes matrizes aquosas, dispersantes e outros solventes.

Como todas as suspensdes sofreram uma etapa de sonicacéo, tornou-se relevante aferir

0 impacto desta técnica na preparacao das amostras.

2.1 NANOPARTICULAS DE T102 EM PO

As nanoparticulas de TiO, utilizadas neste estudo existem no mercado sobre a
designagdo de Aeroxide® TiO, P25 e sdo produzidas pela Degussa. No rétulo, entre outras
informacdes, o produtor certifica que o p6 tem uma pureza igual ou superior a 99,5% embora
possam existir contaminagfes de SiO, (<0,200wt.%), Al,O; (<0,300 wt.%), Fe,03(<0,010
wt.%), HCI (<0.300 wt.%).

Para confirmagdo das caracteristicas das nano nanoparticulas de TiO, em p6 foram
utilizados as técnica de FRX, DRX e TEM.

Para a aplicacdo do método de Fluorescéncia de Raio-X (FRX) montou-se o porta
amostras com auxilio de uma pelicula de Milar (polimero impermeéavel) tendo especial atencdo
para ndo contaminar a amostra. O ensaio foi entdo realizado num equipamento Axios da
PANalytical. Em termos de resultados, obteve-se uma boa contagem, isto é, foi contabilizada
86% da amostra. Os resultados obtidos apontam um elevado nivel de pureza (100%), com
apenas uma contaminacgdo de 0,06% de Cloro (CI). O Cloro pode ser contribuicdo do cadinho
em que foi colocada a amostra para analise ou pode ser contribuico do Acido Cloridrico (HCI),
uma das possiveis contaminacdes presente no rotulo. Este aparelho apresenta como limitacéo, o
facto de ndo conseguir identificar elementos muito leves, mais especificamente, elementos com
massa inferior ao Oxigénio. Tal facto pode explicar a identificacdo do Cloro mas nao do
Hidrogénio por parte do equipamento. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela
1.
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Quantification of sample TIO2

R.M.5.: 0.000
Sum before normalization:  86.0 %
Mormalised to:  100.0 %
Sample type: Solid
Correction applied for medium: _¥es
Correction applied for film: 1
Used Compound list:  OXIDES
Results database:  ig+ 37mm he
Results database in:  c:\programas\panalytical\superg\usardata

Compound | Conc.
Name (%)

cl 0.06

2 Tio2 100,

=

Para identificar as fases presentes procedeu-se a um ensaio de Difraccdo de Raio-X
(DRX) com o equipamento X’Pert PRO da PANalytical.

A amostra foi colocada num recipiente proprio para o ensaio de p6s em DRX até
prefazer o conteido do recipiente. O topo foi prensado com auxilio de uma lamela até se obter
uma superficie homogénea.

O difractograma obtido (Figura 9) mostra duas fases tipicas do didxido de titanio,
nomeadamente a Anatase (65%) e o Rutilo (35%). Foi feito um tratamento matematico com o
algoritmo de Rachinger para retirar a contribuicéo da radiagéo ka,. Procedeu-se entdo ao calculo
o tamanho das cristalites pela formula de Scherrer, o factor de forma utilizado foi de 0,9 e o
comprimento de onda de 0,15 nm (Cobre ka,). No caso da Anatase utilizou-se o pico centrado
no angulo 20 igual a 25,4° referente aos planos cristalograficos (011) e, no caso do Rutilo, o
pico centrado em 27° relacionado com os planos cristalograficos (110). Os valores obtidos
foram respectivamente 42nm para a Anatase e 73nm para o Rutilo. E sabido que as dimensdes
das cristalites ndo podem ser superiores as dimensdes das particulas, o que leva a crer que
existem varios factores de erro a majorar estes resultados. Um possivel factor para as dimensdes
de cristalite serem superiores ao do valor dado pelo fornecedor é a polidispersibilidade da
amostra.

Estes valores servem meramente como uma estimativa do tamanho da cristalite, que

necessita de ser comprovada utilizando outras técnicas de caracterizagao.
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Figura 9 — Difractograma das nanoparticulas de TiO,

Pela Microscopia Electrénica de Transmissao (TEM) obtiveram-se boas imagens das
nanoparticulas, apesar de exibirem aglomeracdo (Figura 10). A amostra consistia numa
suspensdo de TiO, em &gua ultra pura com uma concentragdo de 100ug/ml a qual foi sonicada
durante 3 minutos a 60% da Amplitude total. Uma gota desta amostra foi colocada numa

membrana de Formvar e posteriormente observada ao TEM.

i 250 nm

Figura 10 — Imagem de TEM das nanoparticulas de TiO,

As imagens obtidas por TEM foram aplicados tratamentos estatisticos [44] dos quais se
obtiveram a area média das particulas, o perimetro médio e o diametro médio de Feret (isto € a
distancia entre os dois pontos mais distantes da particula). A partir das &reas obtidas construiu-
se uma distribuicdo. A média dos didmetros de Feret ronda os 35 nm 0 que ndo se encontra

muito longe das dimensdes médias garantidas pelo fornecedor (21 nm). Quanto & distribuicéo
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observa-se que 75% das particulas tém um didmetro inferior a 22nm” o que se encontra bastante

préximo do valor facultado pelo fornecedor. (Tabela 2).

Média
Area (nm?) 437,6 +128,5
Perimetro (nm) 98,5+ 24,0
Feret (nm) 35,38+ 9,2

B 20000000 ]
18 31
Count: 47 Min: 18

Mean: 23.605 Max: 31

StdDev: 12,791 Mode: 18 (5)

Bins: 4 Bin Width: 12.8

2.2 NANOPARTICULAS DE T102 EM SUSPENSAO

Na elaboracdo das suspensfes os reagentes utilizados foram Acetona da Fluka
(>99.5%), Etanol Absoluto da Merk (> 99.5 %), detergente comum da marca Romar, detergente
industrial Triton X-100, sabdo liquido (também da Romar) e &cido oxalico. Todas as suspensdes
possuem a mesma concentracdo de TiO, - 100ug/ml. Foi escolhido um valor fixo para este
parametro porque a sua variacdo pode levar a alteracdes no fendmeno de aglomeragdo entre
outros. O seu valor nominal foi escolhido tendo em conta as concentrag@es utilizadas num outro
estudo sobre a caracterizagdo de nanoparticulas de TiO, de referéncia [31], possibilitando assim
uma comparacao de resultados.

As suspensfes tém também em comum uma etapa de sonicacdo de duracdo de 3
minutos com ciclo continuo e 60% da Amplitude total para o estudo da sedimentacdo e
sedimento. No caso do estudo de DLS as amostras foram sonicadas apenas 1 minuto. Evitando
assim um aquecimento excessivo da amostra e facilitando a estabilizagdo da mesma.

Por DLS obteve-se um estimativa das dimensdes dos aglomerados, num momento
inicial, das suspens@es analisadas.

Para o estudo da dindmica de sedimentacdo das nanoparticulas em suspensdo foi
utilizada a Espectroscopia do Visivel/lUV, o equipamento utilizado foi o UV-3101PC da
Shimadzu. Obtiveram-se 0s espectros de transmitancia directa entre os comprimentos de onda
de 190 e 1500 nm, da transmitancia total e reflectancia, entre os comprimentos de onda dos 300
e 800 nm, ao longo do tempo. Com base nestes dados construiram-se graficos das
Transmitancias Directas ao longo do tempo para o comprimento de onda de 800nm com a
excepcdo do estudo dos Ultravioletas em que estes valores foram retirados para 900nm. O

critério de escolha destes comprimentos de onda teve em conta a zona que apresentava melhor
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discriminacdo das Transmitancias. Nestes altimos graficos utilizaram-se modelos matematicos
de modo a poder descrever a evolugdo do processo de sedimentacdo para cada uma das
suspensdes preparadas.

Uma vez que, com a concentracdo de TiO, utilizada, em quase todas as suspensdes, se
verificou a sedimentacdo das nanoparticulas, optou-se por tentar analisar também se o
sedimento formado era influenciado pelo tipo de solvente utilizado. Nesse estudo utilizaram-se
essencialmente as técnicas de SEM e DRX. Para a preparacdo das amostras de SEM colocou-se
uma gota do sedimento directamente em cima de cola de carbono, que, por sua vez, ja se
encontrava no suporte. A gota foi deixada secar ao ar. No caso do DRX, o sedimento foi

colocado em lamelas de vidro e seco ao ar.
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2.2.1 INFLUENCIA DE DISPERSANTES

Para o estudo do impacto de agentes dispersantes nas suspensdes de TiO, utilizou-se
sabdo liquido, detergente da loica, Acido Oxalico e Triton X-100.

D1 - A amostra padrdo (20 ml de &gua ultrapura com 2mg de TiO,) foi adicionada uma
gota de sabdo, o que corresponde a aproximadamente 0,022ml). Este sabdo tem na sua
constituicdo: agua, cloreto de sodio, formaldeido, &cido citrico, Estirenos/Acrilatos, CDEA
(cocamida DEA), cocamidopropil betaina, Lauril éter sulfato de sddio, diestearato glicol.

D2 - A solucdo padrdo foram adicionadas 10 mg de Acido Oxalico Dihidratdo -
(COOH)2.2H20. A guantidade de acido utilizado teve por referéncia uma receita de uma tinta
com nanoparticulas de TiO, com aplicag¢Oes electrocromicas, utilizada recorrendo a tecnologia
de Inkjet, em estudo num projecto em desenvolvimento no CENIMAT/I3N.

D3 - A esta amostra foi adicionada uma gota do tensioactivo Triton X-100. Utilizou-se
como referéncia quantitativa uma receita aplicada na producéo de células de Gratzel, onde sdo
também utilizadas nanoparticulas de TiO,.

D4 - A esta amostra foi adicionada uma gota de detergente Romar de limdo. Na sua
constituicdo constam apenas 5-15% de tensioactivos anidnicos e menos de 5% de tensioactivos
ndo anidnicos bem como Formaldeido e perfume de limdo. Embora os tensioactivos utilizados
ndo tenham sido discriminados pelo fornecedor, dodecanoato de s6dio é um agente tensioactivo
muito utilizado neste tipo de produtos, tal como o cloreto de sodio. Estes compostos podem ser

as fontes de Cloreto de Sddio (NaCl) dos picos captados pela difraccdo de Raio-X.

Amostra Aditivo

D1 Sabdo Liquido Romar
D2 Acido Oxalico

D3 Triton X — 100

D4 Detergente Romar

ANALISE POR DISPERSAO DINAMICA DA LUZ

Com auxilio de uma pipeta foram retirados cerca de 1ml de amostra, colocados numa
cuvete propria que foi posteriormente colocada no equipamento ZetasizerNS da Malvern.
Procedendo & analise dos didmetros obtidos, os dispersantes que se mostraram mais eficientes
num momento inicial foram o Acido Oxalico (responsavel por um didmetro hidrodinamico de
141,8 nm) e o detergente comum da marca Romar (didmetro hidrodindmico de 154,2 nm).
Porém, a longo prazo, apenas D2 se mostrou verdadeiramente eficiente no que toca a manter as
particulas em suspensdo. Por outro lado, ao analisar-se as trés medidas tiradas num curto

intervalo de tempo para cada amostra, observa-se uma tendéncia crescente mais acentuada para
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as amostras D1 e D3, 0 que sugere que as amostras estdo a aglomerar rapidamente. (Tabela 4)

Amostra Dispersante Z; (nm) Z, (nm) Z3 (nm) Z (nm)
D1 Sabdo liquido 643,9 721,1 800,4 721.8
D2 Acido Oxalico 145,5 140,1 139,7 141.8
D3 Triton X-100 896,2 1044 1122 1020.7

Detergente
D4 Romar 156,9 156,7 148,9 154.2

Estudo da Sedimentacdo

Espectroscopia do Visivel /UV
A variacdo do espectro de transmitancia directa (T) com o tempo para a amostra D2 esta

representado na Figura 11. De realgar que nesta amostra ao fim de trés horas os valores de T séo
praticamente iguais.

—— 0h00
100 ——1h00

3 —— 3h00
——20h00
—— 52h00
—— 342h00
—REF

Transmitancia Directa (%)

200 400 600 800 1000 1200 1400

Comprimento de Onda (nm)

Os valores de transmitancia em funcdo do tempo para as amostras estudadas estdo
representados nos gréaficos da Figura 12. Estes valores foram retirados para um comprimento de
onda de 800nm Para o periodo em anélise, a amostra D1 é a que apresentam uma sedimentagao
mais rapida, seguida da amostra D3 e depois da amostra D4.
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Figura 12 - Transmiténcia Total ao longo do tempo para o conjunto das amostras D para o
comprimento de onda de 800nm.

A amostra D2 sedimenta muito mais lentamente que as suspensdes restantes. Este facto
foi comprovado por uma analise visual, onde foi notério a presenca de particulas em suspenséo
passados 13 dias. (Figura 13)

Figura 13 - Evolucao da suspenséo D2 ao longo do tempo

Nos gréficos da Figura 14, estdo representadas as linhas que resultam do ajuste de uma
equacdo aos pontos experimentais. Com esta analise pretendeu-se definir uma variacdo que
possibilitasse estimar a percentagem de pé sedimentado em func¢éo do tempo da suspensdo. Dos
resultados obtidos verificam-se semelhangas entre as amostras D1, D3 e D4, embora D4
aparente um ligeiro atraso comparativamente as outras duas. D2 por sua vez apresenta um
andamento muito mais lento. Por exemplo, tracando uma recta ao fim de 5 horas D1, D3 e D4
apresentam transmitancias entre os 60 e 0s 70%. No caso de D2 tal ja ndo se verifica (42%).
Neste caso as particulas s6 entraram no intervalo ao fim de 50h (2d 2h), atingindo os 80%
apenas ao fim de 350h (aproximadamente 15 dias). Tendo apenas em conta 0s didmetros

hidrodindmicos medidos e supondo que os aglomerados de dimensdes superiores sedimentariam
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mais rapidamente, seria de esperar que D4 sedimentasse de modo semelhante a D2. Porém tal

ndo se verifica pelo que é possivel a existéncia de outros factores a actuar.

Ordenando por dimensdo (nm):
D3(1020,7)>D1(721,8)>D4 (154,2)>D2 (141,2)

Ordenando por valores de Transmitancia apds 5horas:
D1(75%)> D3(72%)>D4 (60%)>D2 (46%)
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Analisando as linhas de tendéncias obtidas para cada grafico verifica-se a proximidade

entre as amostras D1,D3 e DA4.

Através do modelo matematico adaptado, calculou-se o tempo de sedimentagéo tedrico

que cada amostra levaria a atingir a Transmitancia apresentada pela referéncia (adgua e

respectivo tensioactivo) para o comprimento de onda de 800nm. Os tempos obtidos

apresentaram uma grande disparidade, variando entre menos de um dia e 15 dias. Os agentes

tensioactivos que se mostraram mais eficientes a manter as nanoparticulas em suspenséo foram

o acido oxalico (431horas ~ 18 dias) e o detergente comercial Romar (119 horas~5dias). Por sua

vez 0 sabdo liquido Romar e o detergente industrial Triton-X100 revelaram valores muito

proximos, nomeadamente 18 e 22horas. Estes dados sdo coerentes com a andlise visual das

suspensBes. Este facto pode estar relacionado com uma menor concentracdo de agentes
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tensioactivos no detergente. Portanto a influéncia da concentragdo de tensioactivos na suspenséo

deverd ser um factor a investigar em proximos estudos.

Trer (%0) Tempo de Sedimentagdo

A - 2
Amostra Tendéncia R Tedrico (Horas)
D1 Y = 59,986x%14 0,9846 89,06 18
D2 Y =26,3|x + 1O|°'20 0,992 88,88 431
D3 Y = 57,4x014 0,994 88,73 22
D4 Y =47,62x%13 1 88,82 119

Estudo do Sedimento

Apos a total sedimentagdo da suspensdo, retirou-se o sedimento com auxilio de uma
seringa. O conteudo da seringa foi entdo vertido sobre uma lamela de vidro, que se manteve no
escuro e em repouso até todo o liquido se evaporar. Visualmente, o sedimento de D1 formou
uma espécie de pelicula, ndo sendo distinguiveis aglomerados isolados. A amostra D2 originou
um sedimento algo complexo, com zonas similares a uma pelicula com pequenos aglomerados,
e regides mais concentradas. A amostra D3 apresentou um sedimento composto também por
aglomerados. A amostra D4 formou uma pelicula no centro da lamela e a agregacgdo de algumas
particulas formando como que cristais no rebordo. Estas variacdes na morfologia do sedimento
podem estar relacionadas com a forma como o solvente evapora e também com a tensdo
superficial das nanoparticulas/solvente.

A Figura 15 mostra as fotografias dos sedimentos obtidos nas amostras referidas

anteriormente.

DIFRACCAO DE RAIOS-X

Nos difractogramas das amostras D foram identificados picos de TiO, na forma de
Anatase e Rutilo e ainda picos de Cloreto de Sédio na estrutura de Halite. ( Figura 16)

A fraca resolugdo dos picos apresentados nestes espectros pode dever-se a varios
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factores, porém uma das maiores contribuicdes vem das condi¢Bes de prepara¢do das amostras.
E também sabido que os difractogramas de nanoparticulas s&o sempre acompanhados de maior
ruido e menor contagens que 0 mesmo material com um volume maior.

No difractograma da amostra D2 identificam-se apenas os planos cristalograficos (001)
da Anatase. Sendo esta amostra a que se mostrou mais dispersa, é possivel que a fraca nitidez do
espectro seja consequéncia dos aglomerados serem menores, isto é, as nanoparticulas estarem
envolvidas por residuos organicos, ou outro tipo de impurezas.

Como esperado, tendo em conta a composicao dos agentes tensioactivos, foi encontrado
cloreto de sédio na amostra D4. O Cloreto de sddio, na estrutura de Halite, tem uma presenga
muito acentuada no espectro, mascarando assim 0s possiveis picos de TiO,. Mesmo assim é
possivel identificar, um pequeno pico aos 25° referente a fase Anatase do TiO,. Existe também
neste espectro um pico cuja correspondéncia ndo foi identificada por volta dos 66° que muito
possivelmente se deva a contaminagdo do agente tensioactivo usado. Para as amostras D1 e D4
foram facilmente identificadas as refraccfes das familias de planos da Anatase e Rutilo. Nos
espectros destas duas amostras ndo se observaram refraccdes anormais, nem interferéncia de

estruturas causadas pelos agentes tensioactivos utilizados.
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Devido a falta de definicdo do difractograma da amostra D2 ndo foi possivel proceder
ao calculo das dimens@es das suas cristalites. A sobreposicdo de picos alheios ao TiO, na regido
entre os 20 26° e 28° no difractograma de D4 impediu uma clara identificacdo do pico da
familia de planos cristalograficos (110) do Rutilo.

As dimens@es das cristalites de Anatase calculadas para D1,D3 e D4, apresentam todas
dimensdes entre 0s 41 e 43nm. Ja as dimensdes das cristalites de Rutilo calculadas para D1 e D3

apresentam valores entre 73 e 76nm. (Tabela 6) Estes valores estdo préximos dos obtidos no
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estudo do p6, em que se obteve 42 nm para as cristalites de Anatase e 73nm para as de Rutilo.
Contudo continuam a apresentar valores superiores aos da particula como se pode concluir na
analise das imagens obtidas por SEM.

Tabela 6 — Calculo das dimensdes das cristalites.

Anatase Rutilo
Amostra  FWHM C’('rs]fg')'te 20(°) FWHM Cr('rs]ﬁ')”e 20°)
D1 038 4295 2531 022 7301 27,46
D2 . : : : : ;
D3 039 4135 2532 021 7640 27,46
D4 038 4328 2532 . : ;

Microscopia Electréonica de Varrimento (SEM)

Foram obtidas varias imagens a diferentes amplificacbes com SEM para cada amostra.
(Figura 17). Pelas imagens de menor ampliagéo conclui-se que as amostras D2 e D3 apresentam
um sedimento mais disperso. Curiosamente, D4, que apresentava um diametro hidrodinamico
tdo baixo, é a que apresenta um sedimento de aspecto mais compacto. Nas imagens de maior
ampliacdo (200kx) observa-se que as particulas se encontram envoltas no que parece ser uma
matriz organica. Mesmo as amostras mais dispersas ndo apresentam particulas individuais mas
sim aglomerados mais pequenos. Na amostra D3 s&o visiveis alguns residuos, provavelmente
resultantes do agente tensioactivo e formados durante o processo de secagem da amostra. Fora
dessas zonas as nanoparticulas estdo agregadas como na amostra D2. A amostra D4 apresenta

um sedimento bastante diferente da amostra D1 aparentando existir aglomeracdo de

nanoparticulas dentro dos agregados formados.

10um EMT = 109 %V Mag= 1S0KA SgualA=3562  Dute 30 Sep 2010 FC(L‘ 100 m EMT = 1094V Mag = 200COK X SgralA = bilacs  Dte 35 Sep 2010 Fctl
Asenre Sean 9000 pm WOS 41mm  Zeits Astige Tew 01512 Matem| | | Aoamee SeneS000pm WOS &imm  Zeiss Aurige Tera 02718 ;yygearom|
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Figura 17 — Imagens de SEM da amostra D3 amplificada a)10000x e b)200000x; Amostra D4 amplificada
a)1000x e b) 200000x

Por recurso a um software de analise de imagem [44] obteve-se a &rea média, perimetro
médio e didmetro de Feret médio para as particulas de cada amostra. Tendo em conta o0 aspecto
circular das particulas calculou-se o didmetro a partir da &rea média e do perimetro médio e
compilaram-se os resultados que se indicam na Tabela 7.

As particulas apresentam, didmetros médios entre os 23 e os 38nm e areas médias entre
0s 420 e os 855 nm” Estes valores, sdo ligeiramente superiores as dimensdes dadas pelo
fornecedor (21nm e 346nm?) mas esta disparidade é facilmente explicada pelos factores de erro
associados a esta técnica de analise de imagem. Os valores sdo préximos o suficiente para que

ndo se registem alteracGes significativas nas dimens@es das particulas primarias por adi¢do de
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tensioactivos.

D1 D2 D3 D4
Area (nm?) 85482455 692,6 2934 699,0+220,3 4662 + 205,1
d(A) (nm) 32,7 £47 29,2 45,6 29,5 +4,6 23,9+46
dP) (nm)  346+51 30,6 +6,1 31,5 45,4 25,6 +5,0

Feret(nm) 37,6 £57 33.246,3 35,2 46,7 29,156

c t Estudo das nanoparticulas de TiO,
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2.2.2 INFLUENCIA DO PH

VariagOes de pH sdo por vezes utilizadas como método de dispersao de particulas em
matrizes aquosas, mesmo em ensaios toxicoldgicos. E por isso importante determinar um
padrdo de comportamento das nanoparticulas nestas condicdes.

Para o estudo da influéncia do pH na aglomeracdo das particulas, foram utilizadas
diferentes solugdes tampdo da Roth. Na Tabela 8 encontra-se resumida a constituicdo de cada

solucgdo-padrdo utilizada.

Amostra pH Constituicdo
P4 4 Cloreto de sodio, soda caustica, acido citrico
P6 6 Acido citrico, soda caustica
P7 7 A base de fosfatos
P8 8 A base de fosfatos
P10 10 Acido borico, soda caustica, cloreto de potassio

Analise por Dispersdo Dinamica da Luz

Foram medidos os didmetros hidrodindmicos das cinco suspensdes. Ao analisar as trés
medidas tiradas para cada suspensao verifica-se uma tendéncia crescente que pode ser explicada
por as amostras estarem a aglomerar. Os didmetros hidrodindmicos apresentaram valores

superiores para pH mais extremos, nomeadamente o pH4 e pH10.(Tabela 9)

Amostra Solucéo- Z1 Z2 Z3 Diémetro
tampéo (nm) (nm) (nm) médio(nm)

P4 pH4 9239 1014 1108 1015,3

P6 pH6 667,8 704,6 687,5 686,6

P7 pH7 610,7 622,1 728,0 653,6

P8 pH8 760,2 853,9 863,7 825,9
P10 pH10 1017 1054 1134 1068,3

Construiu-se um grafico com as medidas do Didmetro Hidrodindmico vs pH para
melhor se observar a evolucdo comportamental das particulas (Figura 18). Estas apresentam um
d(H) minimo para valores de pH entre 6 e 7 (653 nm). Apesar deste facto os valores sdo

bastante proximos distando apenas de cerca de 400 nm entre si.
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Estudo da Sedimentacdo

Espectroscopia do Visivel /UV

Na Figura 19 mostra-se a evolugdo do espectro de transmitancia da suspensdo de pH7

com o comprimento de onda para diferentes tempos. No espectro estd também indicado a

transmitancia da amostra de referéncia (sem adi¢édo de nanoparticulas).
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A variagdo da transmitancia directa (a 800nm) com o tempo para as suspensfes do

grupo P estéo representadas na Figura 20.
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Atendendo aos didmetros hidrodindmicos e supondo mais uma vez que os aglomerados
maiores sedimentam mais rapidamente, seria expectavel que as amostras P4 e P10
sedimentassem mais depressa e P7 mais lentamente.

Na prética esta previsdo nao se confirmou. P4 e P10 realmente sedimentaram mais
rapidamente porém, P7 e P8 apresentaram evolucdes praticamente coincidentes e P6 teve a
sedimentacdo mais lenta.

As equacdes que melhor representam as variacdes de transmitancia vs tempo estdo
indicadas na Tabela 10. Os tempos calculados para a sedimentacdo total sdo bastante
semelhantes para as amostras com pH 6, 7 e 8, entre 22 e 24 horas, e para pH 10 o tempo

calculado é de apenas 8 horas.

Tempo de

Amostra Tendéncia R? Trer (%0) Sedimentacéo

Tedrico (horas)
P4 Y = 57,75x%15 1 89,13 18
P6 Y = 31,86x%32 1 89,27 24
P7 Y = 41,77|x — 0,09|%25,  0,89269 88,78 22
Y 88,87 22

P8 = 45,57|x — 0,07|022 0,92734

P10 Y = 45,16x%3? 1 88,50 8

Foi possivel confirmar estes resultados pela andlise visual das suspensfes. As
fotografias destas apds 5 horas podem observar-se na Figura 21. E possivel ver uma gradagéo de

opacidade, isto é, as amostras nos extremos parecem estar mais transldcidas e as do centro mais
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opacas.

Figura 21 — Imagem das suspensdes P passadas 5 horas ap0s sonicacao.

Estudo do Sedimento

As amostras de sedimento foram obtidas pelo método descrito anteriormente.

As amostras P4, P6 e P7 apresentaram um sedimento compacto com viscosidade
elevada que tende a aglomerar-se ao centro da amostra durante o processo de secagem. Este
problema, embora presente, ndo teve tanta influéncia nas amostras P8 e P10.

Figura 22 — Aspecto do sedimento das amostras P.

Difrac¢do de raios-X

Observando os espectros obtidos para cada amostra P (Figura 23) e comparando com o
espectro obtido para o nanopd, € possivel identificar os picos da Anatase e do Rutilo nas
amostras 4,6 e 7. Na amostra P4 existe um pico muito intenso correspondente & Halite do NaCl.
Tal é expectavel pois este composto encontra-se presente na constituicdo da solugdo-padréo
utilizada. A amostra P6 apresenta 3 picos que ndo estdo presentes em mais nenhuma amostra.

Infelizmente ndo foi possivel encontrar uma correspondéncia valida para 0s mesmos.
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Devido a sobreposicdo de reflexdes de elementos que ndo o TiO,, ndo foi possivel
calcular as dimensdes das cristalites de Rutilo para as amostras P6, P7 e P10.

O difractograma da amostra P8 apresenta muito ruido, o que contribui para que a linha
de base seja menos definida e consequentemente a determinagdo do tamanho de cristalite seja
afectada por um erro maior. Nas outras amostras o tamanho de cristalite da Anatase, obtido para
cada amostra situa-se entre 0os 41nm e 0s 44nm, 0 que se encontra bastante proximo das
dimensfes obtidas para o pé (42nm). Para a amostra P4 obteve-se 72nm para a cristalite de

Rutilo que também néo se encontra longe do valor obtido para o p6 (73nm). (Tabela 11)

Anatase Rutilo
Amostra FWHM Cr('r‘i:f]‘;'te 20°) FWHM Crgsﬁg'te 20(°)
P4 038 4235 2521 023 7179 2731
P6 039 4124 2517 . i ;
p7 037 4449 2527 ; i ;
P8 039 4225 2519 029 5611 27,32
P10 038 4299 2528 ; i ;

Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)

Ct
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As imagens de SEM (Figura 24) mostraram elevada contaminagdo do sedimento por
estruturas resultantes da secagem dos compostos existentes nas solugdes-padréo. A Figura 24b é
um claro exemplo desta ocorréncia, as estruturas com formas alongadas observadas tém na sua
constituicdo fosfatos, o que € consistente com a composicao da solucdo-padrao P7. Para além de
fosforo foram ainda identificados Cloro, SGdio e Potassio. Estes elementos juntamente com o
Enxofre também foram identificados na amostra P10.

Curiosamente o sedimento da amostra P4 (Figura 24) estd mais disperso que 0s
restantes. As particulas das amostras P7 e P8 parecem envoltas numa espécie de matriz. (Figura
24)

o
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Figura 24 — a) amostra P4 b) amostra P7 c¢) Amostra P8 (50x) d) Amostra P10 (10x)

Por recurso a um software de analise de imagem obteve-se a area média, perimetro
médio e didmetro de Feret médio para as particulas das amostras P4,P7 e P8. Nao foi possivel
obter uma imagem da amostra P10 com ampliacdo suficiente para se aplicar estes métodos de
analise. As amostras P7 e P8 apresentaram muito efeito de carga, tinham muitos planos de
focagem e estavam envoltas numa matriz com varios elementos. Todos estes factores
dificultaram a identificacdo correcta dos limites das nanoparticulas e contribuiram para um
aumento do erro associado a este tipo de analise. Este efeito pode ser claramente observado nos
resultados obtidos para P8 em que a area média e o didmetro de Feret sdo muito elevados.

No caso da amostra P4 as particulas foram facilmente identificadas, porém o facto do
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sedimento se mostrar muito disperso limitou significativamente a amostragem.

A discrepancia entre os didmetros de Feret médio e os calculados a partir da area e
perimetro médios (cerca de 20 nm), tem a ver com a aproximacao das particulas a esferas, o que
na realidade n&o se verifica.

De um modo geral os didmetros das particulas sdo, nos casos mais extremos superiores
em 30 nm ao valor atribuido pelo fornecedor, o que, tendo em conta todos estes factores de
variacdo, ndo parece ser significativamente elevado para se afirmar, ter havido mudancas
estruturais nas particulas.

P4 P7 P8 P10
Area (nm?) 348,6%651 341,0+100,8 10589+1636 -
d(A) (nm) 24,8450 252464 24,4465 -
d(P) (nm) 26,0+58  26,5+6,9 25,6+6,0 -
Feret (nm)  433+43  382+7,8 54,1+71 -
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2.2.3 INFLUENCIA DA EXPOSICAO A RADIACAO ULTRA-VIOLETA

Para o estudo da influéncia da radiagdo UV foram preparadas 3 suspensdes idénticas
mas expostas a diferentes condi¢fes. As amostras U2 foram expostas a UV de comprimento
entre 185 e 254 nm, também denominados de UVC (com ac¢do germicida). Quanto as amostras
U3 foram expostas a radiacdo solar em dias diferentes mas em que o indice de UVs era
semelhante (Irradiancia 0,2 W/m?).

Amostra Condigdes

Ul No escuro
U2 Exposicdo de 2horas a radiagdo UV artificial
U3 Exposi¢do ao sol das 12h as 14h

Estudo da Sedimentacdo

Espectroescopia do Visivel /UV
Na Figura 25 mostra-se a evolucdo do espectro de transmitancia directa da suspensdo
exposta a UV a variar com o comprimento de onda para diferentes tempos. No espectro esta

também indicado a transmitancia da amostra de referéncia (sem adicéo de nanoparticulas).

——0h00
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—— 5h00
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a——L 1 L 1 L 1 L 1 1

300 450 600 750 900 1050 1200 1350 1500

Comprimento de Onda (nm)

Os valores da Transmitancia Directa foram retirados para 0 comprimento de onda de
900nm. A evolucdo da sedimentacdo é quase coincidente para as amostra que foram expostas a

radiagdo ultravioleta. Apesar de semelhante, nota-se um ligeiro atraso na evolucdo da
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sedimentacdo da amostra que ndo foi exposta a radiacdo (U1).
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A variacdo da transmitancia directa ao longo do tempo é bastante semelhantes para as

trés amostras. O factor Ultravioleta aparenta ndo causar perturbacfes no processo de

sedimentacdo das nanoparticulas. Atendendo ao calculo do tempo méaximo tedrico de

sedimentacdo, este € muito proximo para U2 e U3 (respectivamente 14 e 13 horas) e um pouco

mais elevado para U1 (17horas). Embora ndo tenha sido um factor estudado neste trabalho, uma

possivel causa para esta variagdo pode ser o aquecimento sofrido pelas amostras U2 e U3 por

estarem expostas a radiacdo. Por outro lado, & que ter em conta que estes resultados sdo

afectados de uma grande variancia pelo que, seria necessario um maior nimero de réplicas para

poder considerar esta diferenca significativa. Para além disso em futuros estudos devera ser

considerada também a influéncia da intensidade da luz UV utilizada. A Transmitancia

apresentada pela dgua pura para o0 comprimento de onda de 900 nm é de 85,97%.

Tempo de Sedimentagéo

A - 2
Amostra Tendéncia R Teorico (horas)
Ul Y =59,48x%13 1 17
U2 Y =56,50x%1% 1 14
U3 Y =49,78x%21 1 13
52 Estudo das nanoparticulas de TiO,
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Estudo do Sedimento

Difraccdo de raios-X

O difractograma obtido para as amostras U (Figura 27) apresentou um elevado nivel de
ruido que dificultou a identificacdo das reflexdes dos planos cristalograficos. Mesmo assim, no
caso da fase Anatase, a reflexdo dos planos cristalogréficos (011) foi identificada para todas as
amostras, a fase Rutilo relativa aos planos (110) apenas foi identificada na amostra Ul e U3.
Né&o se observam picos de outros elementos que ndo o TiO,.

—UuUl
— U2
3q 3 S ——Uus
<3 -
T
WM MMWwwN,w~»MM,rwmKvwmw,%Mm:%wwwwmwwwwww

u.a
A011

= 7

==
—
=

T
A 011
R 110
A 004
A 020

Apesar do nivel de ruido exibido pelo difractograma foram calculadas as dimensdes das
cristalites da Anatase. A amostra U1 e U3 apresentam cristalites de 44 nm enquando a amostra
U2, cujo difractograma apresenta mais ruido, apenas 38 nm. Estes valores continuam a estar

muito proximos do calculado para o po.

Anatase
Amostra FwHM  Cristlite o5 0
(nm)
u1 0.37 43.65 2531
u2 0.43 38.18 2529
U3 0.37 44.35 25,30

Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)

As imagens do sedimento obtidas por SEM sdo muito semelhantes para as trés
amostras.(Figura 29) A exposicdo a radiacdo UV parece ndo afectar morfologicamente as
particulas. As amostras apresentaram-se muito estaveis durante o ensaio 0 que permitiu atingir

ampliagGes muito elevadas (1 milhdo de vezes).
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Figura 28 — Imagens obtidas por SEM da amostra U1l com ampliagdo a)10000x b) 500000x e da U2 com
ampliacéo a) 10000x b) 200000x
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Figura 29 — Imagens obtidas por SEM da amostra U3 com ampliacéo a)10000x b) 500000x

As imagens com ampliacdes superiores a 200 000x ndo se mostraram ideais para
tratamentos estatisticos. Factores como a focagem, diferentes planos de profundidade e efeito de
carga tornam-se mais significativos a ampliaces superiores. Tem-se também uma amostragem
menor. Mesmos assim obtiveram-se didmetros entre os 33 e 0s 65 nm, 0 que se encontra
préximo das dimensdes esperadas. A maior variagdo ocorre para a area média de cada particula,
que varia entre 0s 575nm e 0s 2315nm.
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Ct

Ul U2 U3

Area (nm’) 575£126,3 913,4%236,7 2314,6%575,7
d(A) (nm) 33,2451 33,845 53,9+6,8
d(P) (nm) 35,0457  36,4%5,7 58,4+8,4

Feret (nm) 48,5+8,3 41,7+7,8 64,5+11,6
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2.2.4 ESTUDO DAS MATRIZES AQUOSAS

Para este estudo foram elaboradas seis suspensdes com diferentes tipos de agua.

W1 — A 4gua ultrapura consiste em agua destilada duas vezes a qual foram retirados
iGes por processos de osmose inversa.

W2 — A &gua do mar cuja salinidade varia consoante as condi¢cBes em que se encontra
mas de um modo geral admite-se que se situa entre os 3,1 e 0s 3,8% e 0 seu pH varia entre 7,5 e
8,4. E comum encontrar na sua composicdo para além do oxigénio, hidrogénio, cloro e sédio,
também magnésio, enxofre, calcio, potassio, bromo e carbono.

W3 — A 4gua do rio Tejo, recolhida em Porto Branddo, revelou-se uma fraca
representante de um curso de agua doce, pois a sua proximidade da foz confere-lhe um nivel
elevado de salinidade.

W4 — As Daphnias sdo seres vivos aquaticos da familia dos crustaceos. Estes seres sao
bastante utilizados em estudos toxicoldgicos. O meio de cultura onde as Daphnias sdo mantidas
utilizado neste trabalho, foi elaborado segundo as directivas da OECD (meio M7), e é composto
por sais e vitaminas.

WS5 — O meio de teste em que sdo levados acabo os estudos toxicol6gicos em Daphnias
é bastante mais simples que o meio de cultura onde estas sdo mantidas. Este meio é elaborado
segundo as directivas da 1SO6341 e é composto por cloreto de calcio, sulfato de magnésio,
bicarbonato de sodio e cloreto de potassio em partes iguais.

W6 — A 4gua da torneira utilizada neste trabalho é da responsabilidade das Aguas do
Sado e, no més de Agosto, encontrava-se em conformidade com as normas de qualidade
estabelecidas na legislagdo em vigor (Decreto-Lei 206/2007). Esta informacgdo provém do
PCQA e foi facultada pela ERSAR.

Amostra Tipo de agua
W1 Agua ultra-pura
W2 Agua do mar (praia de Carcavelos — 10 de Agosto de 2010)
W3 Agua do rio (Porto Brand&o — 13 de Setembro de 2010)
W4 Agua do meio de cultura das Daphnias
W5 Agua do ensaio de teste (Daphnias)
W6 Agua da torneira (Almada — 13 de Agosto de 2010)

Estudo da Sedimentacdo
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Espectroscopia do Visivel /Ultravioleta
A variacdo do espectro de transmitancia ao longo do tempo da suspensdo preparada
com a agua do meio de cultura das Daphnias esta representado na Figura 30.

— REF
—— 0HOO0
——3h00
— 6HO00

100

Transmitancia Directa (%)

5 1 "
200 400 600 800 1000 1200 1400
Comprimento de Onda (nm)

Os valores de T para A=800nm em fung¢&o do tempo para todas as suspensdes estudadas
encontram-se representados na Figura 31. Na Tabela 18 estdo indicadas as equagdes que melhor
se adaptam a variacdo experimental obtida.

A evolucgdo da sedimentacdo aparenta ser muito semelhante para todas as amostras. Tal
ja era esperado para algumas suspensdes com a W2 e W3 por ambas terem elevado teor de sais,
ou até mesmo W4 e W6 pela semelhanca das suas composi¢Ges. Porém tamanha semelhanga

leva a crer que as diferencas nas matrizes aquosas ndo induzem alteracfes significativas no
processo de sedimentacéo.

58 Estudo das nanoparticulas de TiO, c t



Anélise e Discussdo de Resultados — Matrizes Aquosas

Transmitancia Total vs Tempo
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Uma anélise dos modelos matematicos obtidos e do tempo maximo de sedimentacdo
tedrico (Tabela 18) apoiam a afirmacdo anterior uma vez que as suspensdes sedimentam num
intervalo entre 8 e 27 horas. As amostras com um maior teor de sais, em especial, elevados
niveis de NaCl apresentam um processo de sedimentacdo mais rapido que os restantes (apenas
6/9 horas).Este facto é indicativo de que os sais contidos na solucdo podem levar a uma
aglomeragdo mais intensa das nanoparticulas e consequentemente uma sedimentacdo mais
rapida.

Um resultado algo inesperado consiste no facto da dgua da torneira (amostra W6) ter um
processo de sedimentacdo razoavelmente mais lento (cerca de 15horas) que o meio de cultura
das Daphnias (W4), uma vez que tém composi¢cdes semelhantes. No entanto a diferenga em
termos de concentracdo de ides também pode explicar esse facto. Neste aspecto seria

interessante realizar um estudo onde é variada a concentracdo de ibes (Cl, Na, etc.)

Tempo de

Amostra Linha de Tendéncia R? Trer (%0) Sedimentacéo

Tedrico (horas)
w1 Y = 59x%13 1 89,49 24
W2 Y = 53x923 1 85,67 8
W3 Y = 52x%28 1 85,58 9
W4 Y = 64x%13 1 88,37 12
W5 Y = 58|x + 0,01|%7 0,99955 89,22 13
W6 Y = 60x%12 0,94405 89,20 27

Sedimento
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Nas fotografias dos sedimentos da Figura 32 é notoria a diferenca da morfologia dos
sedimentos nas diferentes amostras. Os sedimentos das amostras W2 e W3, revelam um grande
nimero de cristais distribuidos aleatoriamente no sedimento. As amostras W4, W5 e W6
apresentam sedimentos morfologicamente uniformes formando como que um filme na
superficie do vidro. Ao contrario das outras amostras que apresentavam uma camada
homogénea de sedimento no fundo do recipiente, o sedimento da amostra W6 tinha uma forma
semelhante a algoddo doce.

Figura 32 — Aspecto do sedimento apresentado pelas amostras W.

Difraccdo de raios-X

Os espectros de DRX das amostras W1, W4, W5 e W6 estdo representados na Figura
33, foram identificados os picos referentes a fase de Anatase e Rutilo do TiO,. Ao comparar
com o espectro do p6, no grafico representado como referencia, pode-se concluir que ndo foram
registados picos de contaminagéo de outros elementos.
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Durante a etapa de secagem do sedimento formaram-se cristais visiveis a olho nu, nas
amostras de W2 e W3. (Figura 32) Estes cristais, que posteriormente se confirmou serem de
NaCl na forma de Halite, sdo tdo predominantes nos espectros obtidos, que ndo foi possivel
identificar os picos de TiO,.(Figura 34) A ocorréncia destes cristais € maior na amostra W2 que
na W3, o que seria de esperar uma vez que a primeira consiste em agua do mar e a outra em
agua do rio (Tejo, Porto Branddo). Apesar de nao serem espectaveis niveis tdo elevados de
salinidade na agua do rio, ha que ter em conta que a agua foi recolhida muito préximo da foz do
rio Tejo.
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Apesar dos difractogramas das amostras W2 e W3 terem uma predominéncia forte da
fase da halite (HO02 e H004), e como consequéncia os picos da Anatase e Rutilo ficarem com
pouca definicdo, tentou-se calcular o tamanho de cristalite. Este foi s6 calculado para a fase da
Anatase utilizando a reflexao correspondente ao plano cristalografico (011). A largura do pico a
meia altura é superior ao das restantes amostras, 0 que contribui para a determinacdo de um
tamanho de cristalite inferior ao esperado. N&o é possivel concluir se tal se deve as condi¢des do
difractograma ou se a salinidade causou alteracdes. Seria necessario proceder a um novo estudo
gue incluisse este novo factor.

As restantes amostras revelaram cristalites de dimensfes consistentes com as obtidas
nos estudos apresentados anteriormente, isto é, W1,W4,W6 e W5 apresentam uma cristalite de
aproximadamente 42nm para a Anatase, e entre 0s 63 e 0s 75 nm para o Rutilo. Estes valores,
apesar de superiores as dimensdes calculadas para as particulas, continuam préximos dos

calculados para as cristalites do po.

Anatase Rutilo
Amostra  FWHM Cr('ﬁﬁ;'te 20(°) FWHM Cr('ﬁtrﬁ')'te 20(°)
W1 038 4294 2528 026 6312 2741
W2 046 3532 2515 i : :
W3 045 3580 25,15 i i i
W4 039 4200 2525 022 7274 2737
W5 038 4302 2526 024 6726 27,39
W6 038 4302 2526 022 7511 27,39
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Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

As imagens de SEM obtidas para as amostras W estdo representadas na Figura 37.

Comparando a amostra W2 (4gua do mar) com a amostra W1 (dgua ultrapura), a
amostra W2 aparenta ter as nanoparticulas envoltas numa espécie de matriz. Esta matriz
mostrou ser reactiva com o feixe o que levou a formacdo de bolhas na estrutura e a

impossibilidade de obter boas imagens a ampliacGes superiores. Pelo que se supfes ser um

composto organico. (Figura 35)

200 nm EHT = 1.00 kv Mag= 50.00KX SignalA=SE2  Date :30 Sep 2010 Fct l‘ﬂ’r’“ EHT = 1.00 kv Mag =100.00 KX Signal A=SE2  Date :30 Sep 2010
H Aperture Size =30.00 ym WD = 39mm  Zeiss Auriga Time :11:32:56  crumarom Aperture Size = 30.00 im WD = 39mm  Zeiss Auriga Time :11:3450  commaron

Figura 35 — Formag&o de bolhas na amostra W2 ampliada 50kx e 100kx respectivamente.

A amostra W6 também apresentou resultados peculiares, as nanoparticulas estdo
envoltas numa matriz de estruturas alongadas. As estruturas observadas sdo semelhantes a
bactérias existentes na dgua da torneira em termos de forma e dimensdes. Para além da forma,
outro aspecto que levou a confirmagdo da origem das regides alongadas na amostra W6, foi
estas terem desaparecido ap6s iluminagdo com luz ultravioleta. Como mostra a Figura 36 antes
da amostra ser iluminada hd uma grande densidade de "formas cilindricas" (Figura 36a) que
deixam de se existir ap6s irradiacdo do sedimento com UV. Numa visualizacdo mais detalhada
pode observar-se alguns vazios que aparentam ter diametros semelhantes ao dos bastonetes
observados na Figura 36a). Portanto a explicacdo mais plausivel é de facto tratarem-se de
bactérias que sdo eliminadas com radiacdo UVs.

1 EMT = 100 %Y Mage 10COKA SglA=562 Do 30 Sep 2010 Fct 1 EMT = 1008 Mags 10COK X Sguala=562  Dae 30 Sep 2010 Fct
foenre Srme$000um WO SAmm  Zeis Acrige Tera 114730 (ryearon Azemre SemaS000um WOS 43mm  Zehis Aurge Term 140035 1yypenr o

Figura 36 — Imagem obtida por SEM da amostra W6 a) antes de exposta a UV e b) depois de exposta aos UV

Comparando W2 com W3 (agua do rio) a matriz presente em W2 nédo é visivel em W3
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embora se observe que existem algo a ligar as nanoparticulas. Os sedimentos das amostras W1,

BT = 1004V Mag = S0C0KX SgualA=5E2  Dae 30 Sep 2010 F'ct EHT = 1.00kV Mag= 5000KX Signal A=SE2  Date:30 Sep 2010 Fct
foumve SemeS000pm WO ¢5mm  Zeivs Aurige Torm 144040 ;yypearom Aperture Size = 30. =39mm  Zeiss Auriga Time 11:3256  coumaran
- - e : - . - -
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Figura 37 — Imagem de SEM das amostras W ampliadas 50000x.

Nas amostras W1, W3 e W5 foi possivel obter imagens com ampliagdes mais elevadas
de modos a viabilizar uma anélise estatistica do tamanho de particula (Tabela 20) mas néo para
W6 pois a estrutura degradava-se. A amostra W3 apresentou uma area média mais elevada que
as restantes mas a sua disperséo também é 200 vezes maior que as de W1 e W5. Apesar desta
variacdo os diametros obtidos pela area e pelo perimetro sdo bastante proximos entre si,
variando entre os 24 e os 26nm. O diametro de Feret estd bastante proximo destes valores,

sendo apenas superior em 10nm, no caso de W1 e 20nm nos restantes.
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W1 W2 W3 W4 W5 W6
Area  308,7+1086 -  8440+3435 -  5135%1267 -
d(A)  239+54 - 24,845,6 - 24,8456 -
dP) 25,0459 - 26,046,1 - 26,0+6,1 -
Feret  36,1%7,3 - 46,0+15,8 - 39,5+8,4 -
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2.2.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DO SOLVENTE

Para este estudo foram elaboradas 6 suspensdes diferentes mas todas com a mesma

quantidade de p6 - 2mg de TiO, (Tabela 21). Os reagentes utilizados neste estudo foram

Acetona da Fluka (>99.5%) e Etanol Absoluto da Merk .

Amostra

Solvente

M1
M2
M3
M4
M5
M6

Agua ultrapura (20ml)

Acetona (20ml)
Etanol (20ml)

Agua Ultrapura (10ml) + Acetona (10ml)
Agua Ultrapura (10ml) + Etanol (10ml)

Acetona(10ml) + Etanol(10ml)

ANALISE POR DISPERSAO DINAMICA DA LUZ

N&o foi possivel medir as amostras que contém acetona por estas reagirem com as

cuvetes. A amostra M3, em que foi utilizado o solvente etanol, apresentou didmetros

hidrodindmico menores (318nm), porém, ao misturar-se o alcool com &gua, as dimensdes

mostraram-se muito superiores (1676nm), superiores mesmo a da agua ultrapura (759nm), e

com tendéncia para aglomerar rapidamente.

. Z1 Z2 Z3 =
Amostra  Matriz Aquosa (nm) (nm) (nm) Z
M1 Agua ultrapure 7429 761,1 7719 7586
M2 Acetona - - -
M3 Etanol 3104 3216 323,6 318,5
M4 Acetona diluida - - - -
M5 Etanol diluido 1704 1602 1722  1676,0
M6 Acetona + Etanol - - -

Estudo da Sedimentagdo

Espectroscopia do Visivel /Ultravioleta

A variacdo do espectro de transmitancia vs comprimento de onda ao longo do tempo da

suspensdo preparada com a acetona esta representado na Figura 38.
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As amostras que contém acetona (M2, M4 e M®6) apresentam um processo de

sedimentacdo mais lento. A amostra M6, que possui Acetona e Etanol em iguais proporcdes,

tem uma sedimentacdo muito semelhante a amostra M2 o que mostra uma clara dominancia da

acetona, neste processo. (Figura 39)

As amostras M3 e M5, contendo etanol e etanol diluido respectivamente, apresentam

uma sedimentacdo praticamente coincidente, 0 que n&o seria esperado tendo em conta as suas

diferencas em didmetros hidrodinamicos.
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Calculando o tempo de sedimentacdo tedrico que cada amostra, obtiveram-se valores
entre as 23/24h para a &gua ultrapura, etanol e etanol diluido. Para a acetona pura, obtiveram-se
268 horas (aproximadamente 11dias), 77h (3dias) para a acetona diluida e 120h (5dias) para a
acetona com etanol (Tabela 23).

Tabela 23 - Equacao que melhor se ajusta aos valores experimentais de T vs t para as amostras M (A=800nm) e
calculo do tempo necessario para que as nanoparticulas sedimentem completamente

Trer (%0) Tempo de
Amostra Tendéncia R’ Sedimentacao Teorico
(horas)
M1 Y = 59,48x%13 1 89,49 23
M2 Y = 40,95|x — 0,05|%14 0,95762 89,66 268
M3 Y = 50,20x%18 0,894 89,58 24
M4 46,23|x + 0,017|%21 0,92568 89,69 77
M5 Y = 40,47|x + 0,05|%18 0,978 88,56 23
M6 Y =30,10|x — 0,67|%?> 0.99997 90,28 120

Estudo do Sedimento
M1 apresentou um sedimento homogéneo com alguns aglomerados. As amostras com

Acetona e Etanol sofreram uma evaporagdo muito rapida, e as suas correntes de convencdo

podem ter estado na origem dos aglomerados observados no seu sedimento (Figura 40).

Figura 40 — Aspecto do sedimento das amostras M

Difrac¢ao de raios-X (DRX)
Foram identificados apenas reflexdes coerentes com as fases tipicas do TiO,, Anatase e
Rutilo. As amostras ndo mostraram picos reflexdes de nenhum outro elemento. (Figura 41)
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A técnica de DRX mostrou-se eficaz na identificacdo de picos, tendo sido possivel
calcular as dimensfes das critalites da Anatase, cujos valores se situaram dentro do intervalo
44+3nm. No caso do Rutilo nédo foi possivel obter uma resolucdo suficiente que possibilitasse o
calculo das cristalites das amostras M4 e M5, sendo que as restantes apresentaram valores entre

0s 59 e 0s 79 nm. Estes valores encontram-se proximos dos obtidos para o po.

Anatase Rutilo
Amostra FWHM Cr('rs]trﬁ;'te 20(°) FWHM Cr('ﬁtrﬁ;'te 20 °)
M1 036 4544 2528 028 5921 27,42
M2 037 4445 2529 022 7374 2742
M3 038 4278 2524 021 7899 27,37
M4 038 4314 2527 - x .
M5 035 4664 2530 - i -
M6 039 4217 2529 023 7088 27,40

Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)
A morfologia do sedimento é semelhante em todas as amostras, com excepgdo das
amostras M3 e M5 que reagiram com o feixe de electrdes do SEM, coalescendo. O sedimento

mostrou-se muito compacto e com grande densidade de aglomerados. (Figura 42)
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Figura 42 — Imagens obtidas por SEM das amostras M todas com ampliagdo de 50000x excepto a M3 (48000x).

A Figura 43 mostra as imagens de SEM das amostras M1, M3 e M5 com uma maior
ampliacdo. Enquanto no sedimento da amostra M1 os graos sdo muito pequenos e dispersos, no
sedimento das amostras M3 e M5 parece existir uma coalescéncia/agregacdo dos pequenos

grdos formando aglomerados com dimensdes maiores.
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Figura 43 — Imagens de M3 e M5 coalescidas e M1 ndo coalescida ampliadas 200000x

A analise estatistica do tamanho de grdo das amostras obtidas através das imagens de
SEM esté indicada na Tabela 25.

Os resultados obtidos revelaram-se pouco coerentes entre si, apresentando um desvio
padrdo muito elevado para todas as amostras e valores muito dispares obtidos para os diametros.
Com a excepcdo da amostra M4 para a qual se observou uma area média de 481nm (mas com
um erro elevado), todas as outras amostras apresentaram areas entre 0s 900 e 1900nm.Como
seria de esperar, a andlise estatistica mostrou diametros e &reas mais elevados para as amostras

M3 e M5.

Tabela 25 - Dimens6es medias obtidas a partir do tratamento estatistico das imagens obtidas por SEM das
amostras M.

M1 M2 M3 M4 M5 M6
Area 896+322 1267+445 1597+1357 481+222 1898+422 939+242
(nm?’)
d(A) 33,2+6,1 39,6+6,8 42,0+15,8 24,2+5,3 48,9+5,2 24,8+5,6
(hm)
d(P) 34,946,7 54,5+13,9 71,1+94,5 25,4+5,8 71,0£12,7 26,0+6,1
(nm)

Feret 39,7+7,8 58,7+14,9 81,4+129,7 28,3+6,6 74,7+13,3 55,448,1

(hm)
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2.3 ANALISE COMPARATIVA DAS AMOSTRAS CONTROLO

Para o estudo da influéncia dos solventes (M), das matrizes aquosas (W) e da radiacdo
ultravioleta (U) foram utilizadas amostras-controlo compostas por 20ml de agua ultrapura com
2mg de TiO,. No estudo M foi considerada uma amostra controlo, para o W e U duas cada. A
Unica variante na sua preparacdo o dia de execu¢do de cada uma, e com isto todos os factores

gue dai advém (temperatura, humidade, etc..).

M12 vs W11 vs W12 vs U1l vs U12 —_ M12-0h00

100 — M12-3h00

— M12-5h00

W11 -0h00
 W11-2h00
W11 - 4H00
 W12-0H00
 WI12-3H00
 WI12-5H00
—U11-0HOO
—U11- 2HO0
U11 - 3H0O
—U12-0h00

—U12-3h00

—U12-5h00

— REF

Transmitancia Directa
(%)

200 400 600 800 1000 1200 1400
Comprimento de Onda (nm)

Analisando os resultados obtidos no momento inicial (Figura 45) e ao fim de 5h para
todas as suspensdes excepto W11 que foi medida ao fim de 4h (Figura 46), verifica-se uma
variagdo de transmitancia de cerca de 30%. Esta variacdo é consistente para os dois tempos
escolhidos e é facilmente explicada pelo facto do t, ter alguma variacdo de amostra para
amostra, isto €, o intervalo de tempo desde a sonicacdo da amostra até a sua primeira
transmitancia ser medida ndo é exactamente o mesmo. Estes dados s&o indicativo de uma boa

reprodutibilidade das suspensdes estudadas.
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Figura 45 — Transmitancia Directa vs Comprimento de Onda no momento inicial
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Figura 46 — T vs CDO ao fim de 5h para todas as suspensées menos W11 (4h).
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2.4 INFLUENCIA DOS PARAMETROS DO SONICADOR

A sonicacéo foi realizada em todas as suspensdes preparadas para os estudos referidos
anteriomente. A duragdo da sonicacdo foi de 3 minutos com ciclo continuo e 60% da amplitude
total permitida para o equipamento.

Genericamente a sonicacao baseia-se no efeito piezoeléctrico invertido, isto &, ao aplicar
uma diferenca de potencial ao material piezoeléctrico obtém-se uma resposta mecéanica. No caso
deste equipamento a accdo mecénica consiste numa vibracdo longitudinal. Esta vibragdo pode
atingir frequéncias méaximas de 24kHz. Contudo o output do equipamento pode ser ajustado
entre 20% a 100% deste valor. As vibragfes geradas pelo piezoeléctrico sdo amplificadas pela
sonda numa ordem de A/2. Factores como as dimensdes e formato da sonda influenciam
grandemente o output. Quanto menor for a area da extremidade da sonda menor sera a poténcia
acustica induzida. Por outro lado, a amplitude (s) e a densidade de poténcia (N) aumentam a
medida que a area da extremidade diminui (s,N ~1/A).

Outro factor regulavel consiste nos ciclos, isto é, é possivel programar o equipamento
para que sonifique a intervalos idénticos de tempo. Sendo 1 para agitacdo continua e 0,6 para
sonificar durante 0,6 segundos e fazer uma pausa de 0,4.

Dado todas estas possiveis variaveis no sonicador importa verificar qual o efeito destas
na sonicacdo das suspensdes. Para tal foram testados varios pardmetros e trés suspensdes: 50,
100 e 200 pg/ml.

Cada concentracdo foi agitada no modo continuo a 5 amplitudes diferentes,
respectivamente 20,40,60,80 e 100%. A temperatura de cada suspensdo foi medida de 15 em 15
segundos durante a agitagdo com um pirémetro optico.

Ha& um claro aumento da temperatura com o tempo de sonicacdo. Esta variagdo esta
patente nas Figura 47 e Figura 49.

A influéncia do aumento do tempo de sonica¢do na temperatura € visivel em todos os
graficos da Figura 47 e da Figura 49, para amplitudes de vibracdo do sonicador entre 20 e 100%
numa suspensdo com uma concentracdo de 50ug/ml (Figura 47a), 100ug/ml (Figura 47b) e
200ug/ml (Figura 47c). Observa-se 0 mesmo tipo de variacdo nos graficos de referéncia

contendo apenas agua ultrapura (Figura 47d).
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Figura 47 — Sonicacéo a 20,40,60,80 e 100% de amplitude total de suspensdes com concentragéo de : a)50pg/l1 b)100 pg/l c) 200png/1 d) Opg/l (referéncia)
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Pela andlise dos gréaficos da Figura 48 constata-se que a concentra¢do da suspensdo nao

influencia a temperatura da suspensdo uma vez que a temperatura aumenta de modo similar para

todas as concentragdes, até mesmo para a referéncia. Pelo que se conclui que o0 aquecimento é

sobretudo devido a transferéncia de energia mecéanica do sonicador para 0 meio tendo como

consequéncia o0 aquecimento desta.

34
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H20
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Porém, ja ndo se pode dizer o mesmo da variacdo da amplitude. Analisando os graficos

da Figura 49 juntamente com os da Figura 48 nota-se um claro aumento da temperatura com o

aumento da amplitude de sonicacdo. Enquanto para uma amplitude de 20% a suspensdo atinge

cerca de 30° C ao fim de 3 minutos, a 100% atinge o dobro.
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Figura 49 — Dados recolhidos da sonicacdo de suspensdes com concentragdes de 0,50,100,200 pg/ml a diferentes amplitudes.
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3. CONCLUSAO

Do estudo realizado conclui-se que as nanoparticulas de dioxido de titdnio em
suspensdo tém tendéncia a sedimentar qualquer que seja 0 meio usado. No entanto o tempo de
sedimentacdo é bastante varidvel tomando valores entre 8 e 431h.

Dos dispersantes utilizados (sabdo liquido, detergente da loica, acido oxalico e Triton
X-100) o que se mostrou mais eficaz a manter as particulas em suspensdo foi o acido oxalico.
Com este dispersante as particulas demoraram a sedimentar totalmente cerca de 431h (18 dias).
Com o detergente comercial Romar também se obteve uma boa dispersdo tendo se obtido um
tempo de 119h (=5dias) para a sedimentacéo total. Este efeito foi também confirmado através
das medidas dos diametros hidrodinamicos obtidos (142 e 154 nm respectivamente). Com 0s
outros detergentes obteve-se um tempo de sedimentacdo a volta de 20h, portanto muito menos
eficazes que os anteriores.

A andlise do sedimento destas amostras revelou que ndo existe agregacdo das
nanoparticulas embora fiquem envoltas em compostos organicos no caso das suspensdes
contendo acido oxalico e TritonX-100. Nas outras o sedimento apds a secagem apresentam

nanoparticulas mais dispersas.

Dos estudos do efeito do pH é notéria uma menor aglomeracdo das particulas em
suspensdo realizadas com solugdes-padréo de pH 6, 7e 8. Neste caso obteve-se um minimo no
didmetro hidrodinamico para pH7. No entanto em termos de velocidade de sedimentagdo os
valores sdo muito semelhantes entre 22 e 24h.

Para a suspensdo com pH 10 obteve-se uma sedimentacdo mais rapida (8h). Tal levou a
concluir que em meios basicos as nanoparticulas tendem a aglomerar mais rapidamente. Porém
0 que se verifica no sedimento apds a secagem é o oposto. Nos sedimentos das suspensfes com
pH mais baixo verifica-se que as nanoparticulas estdo envolvidas numa matriz orgénica
enquanto para pH superiores estas encontram-se dispersas ndo aparentando existir nenhum
ligante.

Os resultados obtidos ndo séo coerentes com o estudo de Jingkun et al. (2009)[31] o que
leva a crer que estdo outras forcas envolvidas. Esta discrepancia pode ser explicada com as
condi¢bes em que as amostras foram preparadas, isto é, no caso deste estudo em particular
foram utilizadas soluc¢des padrdo engquanto no outro estudo foram apenas utilizadas titulacGes de
NaOH, HCI e NaCl para contrabalancar a forca i6nica. Este estudo ndo teve em conta a

condutividade i6nica das suspensdes.
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O estudo da influéncia do tipo de &gua utilizada na preparacéo das suspensdes levou a
concluir-se que em termos de sedimentacdo as que contém NaCl tém uma velocidade de
sedimentagdo maior, e muito similar aos obtidos para pH10.

As suspensoes preparadas com agua ultrapura e da torneira sdo semelhantes no que diz
respeito a velocidade de sedimentacdo das nanoparticulas. As suspensdes realizadas com &gua
contendo NaCl apresentam um sedimento em que as nanoparticulas estdo aparentemente
envoltas numa matriz organica. Tal ndo se observa nos sedimentos das restantes suspensdes.

Nestas as nanoparticulas estdo dispersas e desaglomeradas.

Das suspens@es realizadas com diferentes solventes: dgua pura, acetona, etanol e
misturas destas; a acetona e a mistura de acetona com dlcool sdo as que mantém as
nanoparticulas em suspensao durante mais tempo. No caso da acetona obteve-se um tempo de
sedimentacdo maximo de 268h (11 dias) e para a acetona com etanol cerca de 5 dias. O etanol,
etanol diluido e &gua pura tém tempos de sedimentacdo de um dia aproximadamente. A
suspensdo com 100% etanol foi a que apresentou o diametro hidrodindmico menor (319nm).

Os sedimentos obtidos destas suspensfes tém todos uma morfologia muito semelhante.
No entanto no caso dos sedimentos das suspensdes com etanol observa-se alguma agregacdo das
nanoparticulas, nas imagens de SEM, que pode eventualmente ser devida a interac¢do com o

feixe de electroes.

Avaliando todos os estudos, o controlo da aglomeracdo das nanoparticulas de TiO, é
mais eficaz com a adicdo de acido oxalico, detergente Romar, utilizacdo de solventes como
Acetona ou utilizando uma solucdo-padrdo de pH4. Porém estes apresentam limitagdes na
aplicacdo em testes toxicologicos pois também contribuem para a toxicidade do meio,

influenciando deste modo os resultados obtidos.

Avaliando o desempenho dos equipamentos/técnicas utilizados, a ultra-sonicacdo
também ndo se mostrou totalmente eficaz na dispersdo prolongada das suspensdes, pois
mostrou-se que as particulas tém tendéncia a aglomerar.

A técnica de DLS, embora no caso do TiO, ndo fornega o tamanho da particula, é um
bom método para estudar os seus aglomerados em suspensdo. Através dela é possivel ter uma
medida quantitativa do diametro hidrodindmico da sua evolucdo desde durante o processo de

sedimentacdo (quando efectuadas medidas ao longo do tempo).

A partir da espectroscopia do visivel/UV conseguiu-se determinar um padrdo de
sedimentacdo. Apesar de valido, é necessario executar um maior nimero de réplicas para

aumentar o grau de confianca nos resultados obtidos. Outras formas de controlar a variacdo
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passa pelo melhor controlo das condigdes ambientais, tais como a humidade, temperatura, pH e
resistividade do liquido. O controlo da humidade do p6é antes de realizar a suspensao,
colocando-o numa mufla durante um determinado tempo e a uma temperatura definida, deve ser

também uma variével a eliminar no comportamento das suspensdes.

O sedimento foi facilmente observado pela técnica de SEM. A preparacdo da amostra
mais eficaz consistiu em colocar uma gota do sedimento directamente na cola de carbono ou
numa bolacha de silicio (no caso dos solventes). N&o foi possivel identificar os elementos das
amostras que aparentavam ter uma matriz organica, caso da dgua do mar e da torneira. O
tratamento estatistico das imagens de SEM obtidas permitiu determinar o tamanho médio de
particula. Os sedimentos apresentaram valores relativamente semelhantes (entre os 20 e 0s
70nm). No entanto deve-se ter em conta que esta técnica é dependente da focagem, contraste
entre outros factores que podem afectar os resultados obtidos. Verificou-se ainda que nalgumas
amostras o feixe reagia com o sedimento, especialmente nas amostras com solventes e agua do

mar.

Para melhorar os espectros obtidos por DRX é preciso optimizar a preparacdo da
amostra de modo a obter uma camada mais homogénea e concentrada. E necessario investigar
outros substratos que ndo o vidro de maneira a diminuir o ruido. Tentar obter resultados em
modo rasante pode ser uma opcéo viavel. De modo a confirmar os resultados obtidos com a
formula de Sherrer, pode utilizar-se o TEM. O TEM d& informacdo precisa para pequenos

volumes de amostra permite discriminar as formas e dimensdes das cristalites.

Embora individualmente seja arriscado tirar conclusdes, foi possivel validar a
caracterizacdo das suspensfes por cruzamento de dados dos métodos utilizados, isto é os
métodos de DLS, Espectroscopia, DRX e SEM apresentaram resultados consistentes entre si.
Por exemplo, no caso da amostra D2, o DLS confirmou tratarem-se de aglomerados pequenos
(142nm), a Espectroscopia registou um processo de sedimentacdo muito mais lento (consistente
com as dimensdes), a imagem do sedimento obtida por SEM mostrou os aglomerados muito
dispersos e por fim o espectro de DRX ndo apresentou quase nenhum pico (0 que pode ser

devido ao maior grau de desordem das nanoparticulas).

Como concluséo geral, com este trabalho que se baseou na anlise da transmitancia de
suspensdes contendo a mesma concentracdo de nanoparticulas, mas em que se utilizou
suspensdes com diferentes pH; tipos de agua; alcool, acetona e misturas destes; tipos de
tensioactivos; foi possivel fazer uma analise representativa da influéncia destes parametros na

velocidade de sedimentacdo das nanoparticulas de TiO, Através das analise de DRX e SEM aos
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sedimentos obtidos para cada uma das suspensdes foi também possivel verificar que excepto no
caso do solvente ser um &lcool ou &lcool diluido ndo existe agregacdo das nanoparticulas
obtendo-se no sedimento particulas com dimensdes semelhantes as introduzidas na suspenséo,
embora nalguns casos fique envolta em residuos organicos.

Este trabalho ndo pretendeu ser um estudo acabado, pelo contrério ambiciona dar um
contributo para que futuras linhas de investigacdo possam ser seguidas

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho apontam para a necessidade de estudar outros
factores, como a condutividade ionica, temperatura e concentragéo.

O estudo da variagdo da aglomeragéo por alteracdo do pH mostrou que a condutividade
ibnica pode estar mesmo a sobrepor-se ao efeito do pH do meio. Outro estudo que sugeriu a
importancia da forca ionica, foi o das matrizes aquosas, em que as amostras com um indice de
salinidade mais elevado, sedimentaram mais rapidamente.

A possibilidade de utilizar a técnica de AFM directamente nas suspensdes, evitando
assim a etapa de secagem, afigura-se promissora, tanto para o estudo do sedimento como do
sobrenadante.

Outra vertente a explorar esté relacionada com a técnica de DLS para estudar a evolugao
dos aglomerados ao longo do tempo, ou mesmo para 0 processo de sedimentacdo em si. Este
pode ser um método de validacdo dos resultados obtidos por Espectroscopia do
Visivel/Ultravioletas.

Em resumo futuras investigacdes das suspensdes devem incluir também:

a) a caracterizagdo do potencial zeta;

b) o controlo do pH de todas as suspensdes e ao longo do tempo;

c) o DLS ou outra técnica que permita analisar a dinamica dos aglomerados;

d) estudar a influéncia da concentracdo de nanoparticulas em suspensao;

e) a influéncia da concentracdo dos tensioactivos na suspensao;

g) o efeito da temperatura da suspensao, nomeadamente através da sonicacao.
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O estudo do impacto das nanoparticulas de dioxido de titdnio no ecossistema de carpas
juvenis (Carassius auratus), em desenvolvimento pelo professor Méario Diniz e a sua equipa, é
um perfeito exemplo da aplicabilidade dos métodos de preparagdo e caracterizacdo descritos
neste trabalho.

Neste estudo sujeitou-se uma suspensao de agua destilada com nanoparticulas Aeroxide
TiO, P25 (Aeroxil®, USA) da Degussa, a uma etapa de sonicagdo com o equipamento UP200
na sua amplitude total, durante 5 minutos. Esta suspensdo foi posteriormente diluida em
concentracdes entre 800 e 0,1mg/L que posteriormente foram adicionadas a 10L de &gua da
torneira. Ao fim de dois dias as particulas encontravam-se todas depositadas no fundo dos
tanques, embora a renovacgdo das condicOes, a oxigenagdo e o movimento dos peixes tenha
contribuido para voltar a suspender as particulas. Neste estudo preliminar, embora ndo tenha
ocorrido mortalidade demonstrou-se que estas nanoparticulas se acumulam em diferentes 6rgaos
tais como o figado e guelras.

Como forma de confirmar e observar as particulas de TiO, nestas estruturas, foi

utilizada a microscopia electrénica de varrimento.
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ANEXO0 1 - ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

ANEXO0S

Tabela 26 — Resumo de alguns estudos toxicologicos do TiO,. legenda p.p. — dimensdes da particula primaria; a — dimensdes dos aglomerados.
Referéncias [30,34,45-56]

Dose Tempo
Estudo/Autor Data Propriedades Aditivos (mg/l) de Espécie Toxicidade
g exposicao
P25(anatase/rutilo)
p.p:21nm Meio de 0,1; 0,5; Imobilidade significativa e 13% de mortalidade (para todas as
Zhu et al. 2010 a(12h):580,5nm teste 1; 5; 10; 72h Dapnhia Magna concentragcdes) NOEC: <0,1mg/l; EC50 1,62mg/l; LC50
a(24h):3528,6nm OECD 50 e 100 2.02mg/I
(3 réplicas)
P2§§a1r:1a;]ase/rut|lo) Meio  de 01 05 0,1mg/l — diminui¢do no nimero de nascimentos
Zhu et al. 2010 p.pl. 2 teste oo T 21 dias Dapnhia Magna 0,5mg/l — inibicdo de crescimento e nascimentos
a.s:50m/g leb X .
. ) OECD 1 e 5 mg/l — mortalidade(8dias)
(10 réplicas)
. . Meio  de Nao foi possivel determinar LC50.
NJ It WU B2 2010 pa . teste  US U 02 8 4§h I Dapnhia Magna A capacidade reprodutiva ndo foi afectada.
al. (anatase/rutilo) 10 dias o L
EPA Indicios de stress oxidativo.
Rutilo Ndo ocorreu mortalidade mas foram registados efeitos
- 50nm Sonicada 5, 10, 25, CvDIiNUS Caroio adversos, alteracdes fisiolégicas e comportamentais. Foi
Hao et al 2009 p.pl. 2 . 50, 100, 6dias yp Pl causado stress oxidativo que levou a producdo de enzimas
a.s: 30+10 m/g 30min (Carpas Juvenis) A
: 200e 400 anti-oxidantes.
3 Replicas
Marait (no escuro) e?gr?glgsl\!ﬁg?a 60% de mortalidade em Dapnia Magna(crustaceo)
Heingllaan ot al 2008  25/70nm Sonicada 20000 Thamnocenhalus Né&o é toxico para Thamnocephalus Platyrus (crustaceo) nem
30 min P para Vibrio fischeri (bactéria)
platyurus
. . . . Oncorhnchus Stress oxidativo — alteracbes em tecidos TBARS e na
Federici et al 2007 p.p:24nm Sonicada 1 14 dias myKiss glutadiona total; Patologias nas guelras e 6rgaos internos;
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(truta arco-iris)

Lovern and p.p.:10-20nm Dispersa : . 0 .
Klaper 2006 Eiltrada-a:30 nm em THE 0,2-10 48h Daphnia Magna 100% mortalidade
Lovern and p.p.:10-20 nm Dispersa

2006  Nao filtrada P 50-500 48h Daphnia Magna Mortalidade n&o significativa
Klaper a* 100-500nm em THF

Nos estudos de Lovern & Klaper é de salientar o uso de Tetrahidrofurano (THF) como dispersante, uma vez que este é também ele toxico para as

Daphnias.[2]



ANEXO 2 - LIMITACOES E VANTAGENS

Method Approximate size Limit of detection” Single particle or particle  Level of sample
range (nm) population methods perturbation
AFM 0.5 to =1000 ppb=ppm sp Medium
BET 1 to =1000 Dry powder PP High
Centrifugation 10 to =1000 Detection dependant pp Low
Dialysis 0.5-100 Detection dependant pp Low
DLS 3 to =1000 ppm PP Minimum
Electrophoresis 3 to =1000 ppm PP Minimum
EM-EELS/-EDX Analysis spot size: ~1 nm  ppm in single particle sp High
ESEM 40 to =1000 ppb—ppm sp Medium
ES-MS <3 ppb Pp Medium
FFF Flow FFF: 1-1000 Detection dependant; UV: ppm,  pp Low
Sed FFF: 501000 Fluo&1CP-MS: ppb
HDC 5-1200 Detection dependant Pp Low
ICP-MS Depends on fractionation ppi—pph PP
LIBD 5 to =1000 ppt sp Minimum
Microfiltration 100 to =1000 Detection dependant pp Low-medium
SEC 0.5-10 Detection dependant pp Medium
SEM 10 to = 1000 ppb=ppm sp High
SLS 50 to = 1000 PP Minimum
TEM/HR-TEM 1 to =1000 ppb—ppm sp High
TEM-SAED Analysis spot size: | nm sp High
Spectrometry ppb=ppm PP Minimum
Turbidimetry/nephelometry 50 to =1000 ppb—ppm PP Minimum
Ulrrafiltration 1-30 Detection dependant pp Medium
WelSEM 50 to =1000 ppm sp Low
WetSTEM ppm sp Low
XRD 0.5 to =1000 Dry powder Pp High
* For comparison mass concentration limit of detection for 100 nm particles are estimated
Figura 50 — Limitages de técnicas utilizadas na caracteriza¢cdo de nanomateriais retirado de [36]
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ANEXO 3 - ANALISE DA DISPERSAO DINAMICA DA LUZ

Esta técnica baseia-se na analise da variacdo da variacdo de intensidade medida a um
angulo fixo durante um determinado intervalo de tempo. A variacdo deste angulo leva a
diferencas em algumas ordens de grandeza a concentracdo maxima que o equipamento é capaz
de medir. Nos equipamentos mais antigos, o angulo era de apenas 90° o que obrigada a
diluicBes extensas das amostras em estudo. O equipamento da Malvern NS mede esta difraccdo
a um angulo de 173° e pode medir concentracdes até 5% da massa tendo em conta uma
densidade de 1g/cm® para particulas entre os 10 e os 100 nm.

As flutuacdes originadas pelo movimento Browniano das particulas vizinhas podem
causar interferéncias construtivas ou destrutivas na difraccdo da luz numa dada direc¢do. Neste
equipamento a intensidade da luz é medida durante pequenos intervalos de tempo (da ordem dos
micro/milisegundos). Esta intensidade é posteriormente relacionada entre si através da seguinte

funcéo de correlagéo.
g(v) = |G(r) = (/7] " =

Com G(1) — Funcdo de autocorrelagdo

<I>* — A linha de base

y — Factor de coeréncia

A — constante

I — taxa de decaimento

T — intervalo de tempo

Para particulas muito pequenas (nanométricas) a sua capacidade de difusdo no meio é

muito grande pelo que o gréafico da sua correlacdo é muito mais irregular.

A A
Large Particles Small Particles

A AN E Rty Sy

Intensity

ntensity

Tirme Time

c t Estudo das nanoparticulas de TiO2 88



Fazendo um gréfico da taxa de decaimento ao longo do tempo também é possivel retirar
informacdo acerca das dimensfes das particulas. Quanto menor o tempo de decaimento menor
as dimensdes das mesmas.

G(7) = (I(to) X I(to + 7))

Coeficiente de
correlagio

Porém a taxa de decaimento pode ser convertida em Dg? sendo D o coeficiente de
difusdo e g um vector de onda; g =%nsen(”/4) com n o indice de refraccdo e A 0
comprimento de onda da radiagéo incidente.

Sabendo o Coeficiente de Difusdo é entdo possivel calcular o didmetro hidrodindmico:

d(H) = kT
~ 6mnD

Com k a constante de Boltzman e T a temperatura absoluta.

Este didametro hidrodindmico € entdo convertido num coeficiente de intensidade (z-
average).

Porém este principio tem uma limitacdo. Considerando o parametro de dispersdo d,
guando a dimensdo da particula é superior que o comprimento de onda incidente entdo a

intensidade da luz dispersa depende apenas do angulo difractado. Porém, para particulas de
. ~ A . . A A

dimensfes menores, por exemplo d < 7 h& que considerar outros pardmetros como o angulo de

espalhamento, propriedades da solucdo etc. Usa-se por isso a aproximacao de Rayleigh em que:
. . . . ~ A SN

a intensidade 1 o d°. No caso das particulas terem dimens@es entre 20 < d < A1 ja nédo ocorre

este problema e a aproximagéo usada é a de Mie em que: d o I [2].
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