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Resumo

O aumento da produtividade em sistemas de aquacultura esta associado com a
introducdo de drogas que assegurem 0O crescimento e a preservacao das espécies,
mas que eventualmente se espalham para o meio aquatico envolvente, promovendo
alteracbes da biodiversidade e entrar, directamente ou indirectamente, na cadeia
alimentar. Quando estas drogas sdo agentes antimicrobianos de uso humano, tais
como a amoxicilina, tetraciclina ou sulfonamidas, ha um alto risco de aparecimento de
espécies bacterianas resistentes, algo que constitui uma ameaca grave para a saude
publica.

Esta introducdo de agentes antimicrobianos no ambiente aquético através do sector
das pescas pode ser reduzida através da monitorizacédo regular ou continua dos niveis
de antibidticos no sistema de agua, durante a execucdo, bem como antes da descarga
para 0 meio aquatico. Para isso, é necessario métodos analiticos que permitam uma
frequéncia analitica elevada e continua, nos tanques de cultivos dos peixes.

O presente trabalho descreve para este efeito, um sensor constituido por papel
guimicamente modificado por reagbes em monocamadas, assumindo uma coloracdo
tipica apOs contacto com o antibiético . A intensidade da coloracdo estava relacionada
com a concentracdo desse antibiético.

A modificagdo do papel foi baseada na alteracdo quimica das unidades de glucose
do papel por meio de uma reacédo covalente com reagentes apropriados. De seguida,
criou-se uma camada de quitosano sobre o papel modificado onde se adsorveu a
espécie metdlica capaz de mudar de cor na presenca de sulfadiazina. As modificacdes
resultantes foram avaliadas em relacdo a varios parametros, com o intuito de provocar
uma variacao de cor intensa face a concentracédo de antibidtico.

Os sensores preparados foram caracterizados do ponto de vista do seu
desempenho analitico, efetuou-se a construcdo de uma gama de concentracdo que
permitiu obter uma resposta previsivel e transversal em relacdo a outros antibiéticos,
bem como a identificacdo de uma relacédo linear entre concentracéo e coordenadas de
cor e a aplicacdo de sensores em amostra de agua ambiental dopados com
antibiético.

Generalizando, foi possivel estabelecer um processo de modificacdo simples de

papel capaz de medir a presenca e quantidade de sulfadiazina

Palavras-Chave: Agua, Aquacultura, Ambiente, Sensor, Papel, Antibiético
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Abstract

Increasing productivity in aguaculture systems is associated to the introduction of
drugs that ensure the growth and preservation of species, but which eventually spread
to the surrounding aquatic environment, promoting changes in biodiversity and
entering, directly or indirectly, in the food chain . When these drugs are antimicrobial
agents for human use such as amoxicillin, tetracycline or sulfonamides, there is a high
risk of emergence of resistant bacterial species, something which constitutes a serious
threat to public health.

This introduction of antimicrobial agents on the aquatic environment through the
fisheries sector can be reduced by regular or continuous monitoring of the levels of
antibiotics in the water system during the implementation, as well as before discharge
to the water environment. For this, analytical methods allowing high analytical
frequency and continues in crops of fish tanks is necessary.

The present study describes a sensor for this purpose consisting of paper
chemically modified by reactions in monolayers, assuming a typical color after contact
with the antibiotic. The staining intensity was related to the concentration of antibiotic

The modification of the paper was based on the chemical modification of the
glucose units of the paper by covalent reaction with appropriate reagents. Then created
a layer of chitosan on the modified paper where the adsorbed metal species are
capable of changing color in the presence of sulfadiazine paper. The resulting changes
were evaluated for various parameters so as to cause a change in color due to high
concentration of antibiotic.

The sensors prepared were characterized from the point of view of its analytical
performance, we performed the construction of a concentration range that allows
getting a predictable response and crossover other antibiotics, as well as the
identification of a linear relationship between concentration and color coordinates and
the application of sensors in environmental water sample doped with antibiotic.

Generalizing, it was possible to establish a simple modification process paper able

to measure the presence and quantity of sulfadiazine.

Key words: Water, Aquaculture, Environment, Sensor, Paper Antibiotic
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1.Introducéo

1.1. AquaculturaO crescimento da populacdo humana e as alteragbes dos seus
habitos alimentares originou um aumento regular do consumo de peixe, conduzindo a
diminuicdo das populacdes selvagens de pescado, surgindo assim a necessidade de
encontrar medidas econémicas e ambientais viaveis (1). A aquacultura, surge neste
contexto e assume cada vez mais um papel socioeconémico importante, visando
assegurar o0 aumento da producao de peixe através de praticas como a alimentacao
artificial, a protecdo contra predadores, integracdo com outras espécies ou controlo
populacional e a manutencao de espécies em risco de extincdo. (2)

Aquacultura é a producdo em cativeiro de animais, como peixes, moluscos,
crustaceos, batraquios ou plantas que tenham um habitat predominantemente
aquatico, em pelo menos uma fase da sua vida (1). As principais areas de aquacultura
sdo classificadas segundo o tipo de organismos produzidos (crustaceos; algas;
moluscos; ou peixes),ou consoante ambiente de cultura (marinho; agua doce; ou

salobra), ou conforme a temperatura (Agua temperada ou agua fria).

Figura 1.1- Sistemas de aquacultura disponiveis segundo a food and Agriculture
Organization (2)

Aquacultura oferece vantagens sociais as populacdes de inUmeros paises onde o
pescado marinho ndo pode chegar em boas condicdes sanitarias e a precos
razoaveis. Contudo, também tem problemas, como o0 caso de paises como Reino
Unido, Canada e Noruega, onde o cultivo de salméo e de truta sdo as formas de
aquacultura de crescimento mais rapido, mas a medida que este tipo de exploragéo

expande-se a qualidade dos peixes selvagens é afetada, particularmente do salmao.

)
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Os efluentes da aquacultura intensiva ou industrial podem prejudicar o ecossistema
se langados no meio ambiente sem o devido tratamento, devido as racdes e outros
produtos que usam para maximizar a producao.

Um outro problema da aquacultura € o potencial para aumentar a disseminacéo de
espécies invasivas, visto que frequentemente as espécies criadas ndo sdo nativas das
areas de cultivo. Quando ha fugas do criadouro para o0 meio ambiente é frequente que
0s animais introduzidos se revelem mais resistentes que as espécies nativas e
praticamente tomam de assalto os ecossistemas. Outro problema potencial é a

disseminacédo de parasitas e pragas introduzidas. (1)

Compostos presentes em aquacultura

Anteriormente, foi mencionado que na aquacultura eram utilizados uma larga gama
de compostos quimicos, como antibidticos, parasiticidas, fertilizantes, anestésicos,
hormonas, oxidantes e algicidas /herbicidas. Os riscos associados a utilizacdo destes
compostos encontram-se indicados na tabela 1.1. (2). Eles dependem essencialmente
do grupo em que se inserem e da forma ou dose com que 0 composto em causa €
introduzido no sistema. De uma forma geral, sdo os antibioticos que tém despertado

uma maior preocupacdo no dominio da seguranga publica.
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Tabela 1.1 - Tipo de compostos presentes na aquacultura

Tipo de compostos

Exemplos

Potenciais riscos

Antibiéticos

Oxitetraciclina
(terramicina);
sulfadimetoxina
ormetoprim;

Amoxilina tetrahidratada;

Desenvolvimento de
bactérias resistentes;

residuos de comida.

Desparasitante

Cipermetrina

Carbaril

Triclorférmio

Toxicidade aguda para

organismos marinhos

Formalina

Toxico; irritante para 0s

manipuladores.

Fertilizantes

Misturas de compostos
com nitrogénio, fosforo e

oligoelementos

Contribui para um
enriguecimento

nutricional.

Anestésicos

Metanossulfonato

Cancerigeno

Gonadotrofina coridénica

Hormonas (minimo)
humana
o Explosivo; irritante para
Permanganato de potassio _
0s manipuladores.
_ o _ o Irritante para os
Oxidantes Peroxido de hidrogénio

manipuladores.

Hipoclorito de calcio

Toxico; irritante para 0s

manipuladores.

O risco mais conhecido associado a indevida utilizacdo de antibidticos é o

aparecimento de estirpes microbianas resistentes a esses mesmos antibioticos. Este

registo significa que alguns desses antibiéticos se tornaram ineficazes no tratamento

de algumas infe¢des ao nivel humano

Dos varios grupos de antibiéticos associados a episédios de resisténcia microbiana

encontram-se as sulfonamidas, mais precisamente a sulfadiazina.

1.2. Sulfonamidas

As sulfonamidas representam um grupo de antibiéticos que contém um ndcleo

comum de sulfanilamida. Este nucleo € constituido por um grupo arilo com uma amina

e um grupo sulfonamida em posicdo para. As diversas sulfamidas sdo distinguidas
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através da substituicdo neste udltimo grupo, podendo descrever-se cerca de 30
estruturas diferentes.(3)

Quando em contato com as bactérias, as sulfonamidas competem com o acido p-
aminobenzoico para a sintese do acido folico, devido a semelhanca estrutural,
impedindo deste modo a sintese de DNA e a subsequente divisdo celular. Por este
motivo as sulfonamidas apresentam uma acao bacteriostatica, exercida sobretudo em
bactérias gram-positivas e negativas e em alguns protozodarios. (3)

Na tabela 1.2 estéo representadas as propriedades gerais das sulfonamidas

Tabela 1. 2 - Propriedades gerais das Sulfonamidas (3)

N NH,
Estrutura Quimica (\/ L 9/@
NN
O

Sulfadiazina 4-Amino-N-(2-
Nomenclatura o .
pirimidinil)benzenosulfonamida

Formula C10H10N402S
Peso molecular 250,3 g/mol
Q
SI.—NH
Estrutura Quimica /Q/;I:} R
HE‘N N“D_ CH3

Sulfametoxazole

4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)
Nomenclatura )
benzenosulfonamida

Formula C10H11N303S

Peso molecular 253,3 g/mol

1.2.1. Métodos analiticos para detecado de sulfonamidas

Ao longo deste trabalho, verificou-se a existéncia de pouca informagdo no que diz
respeito a métodos de determinagéo de sulfonamidas em meio aquético. O que levou
a que se incluisse todos os métodos dedicados a determinacdo de sulfonamidas em
produtos farmacéuticos, amostras alimentares e bebidas, publicados nestes ultimos
anos. (3)

As técnicas analiticas utilizadas no controlo de tetraciclinas podem ser e natureza,

separativa, electroanalitica e 6tica. Refere-se de seguida uma descricdo breve dos
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métodos instrumentais, no sentido de se poder estabelecer uma base comparativa

para as suas principais vantagens e desvantagens.

Métodos oticos

Os métodos oticos recorrem a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, em toda a gama do espectro, desde os raios X até aos microondas, por esta
raz&o séo, baseados em fenomenos de oOtica classica. De um modo geral, classificam-
se de acordo com a natureza da interacdo em curso, nomeadamente absorcao,
emissao, difracdo, refracdo, dispersao, reflexédo e polarizacéo.(3)

Alguns dos métodos 6ticos para a quantificacdo de sulfonamidas, baseiam-se em
medidas por espectrofotometria de absorcdo atdmica, por espectrofotometria de
absorcdo UV/VIS ou por quimioluminescéncia,a aplicacdo destes métodos é usada
principalmente na analise de produtos farmacéuticos fluidos bioldgicos, leite e cerveja.
Alguns dos métodos apresentados sao efectuados em condi¢des de fluxo, associados

a sistemas FIA (3)

Métodos separativos

Os métodos instrumentais separativos pressupdem uma separacdo dos
constituintes de interesse na amostra, antes de se efetuar a medida analitica. Na
literatura s@o descritos diversos trabalhos que recorrem ao uso de técnicas
separativas para a determinacdo de sulfonamidas, de natureza cromatografica ou
eletroforética na maioria dos casos em amostras alimentares e fluidos bioldgicos,
como mostra as tabelas seguintes. Nesta fase, jA se comeca a assistir a uma
aplicacdo destas técnicas a amostras de ambientais, sejam elas &aguas, solos
efluentes ou mesmo produtos resultantes do tratamento das dguas como € o caso das
lamas.(3)

Apesar de todas as vantagens que lhe sdo inerentes, as metodologias
cromatograficas ou electroforéticas poderdo ndo ser as mais adequadas ao controlo
de rotina, pela impossibilidade de realizacdo de andlises expeditas, a baixo custo e
com baixo impacto ambiental. Em alternativa a estas, encontram-se também descritos

na literatura, os métodos electroanaliticos.(3)

Métodos electroanaliticos

Os métodos electroanaliticos fornecem informacdo quimica sobre a solugdo em
estudo, através da medida de uma propriedade de natureza elétrica numa célula

eletroquimica. Relativamente aos métodos instrumentais anteriores estes oferecem
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algumas vantagens, permitem obter informacado rdpida de natureza quantitativa para
quantidades vestigiais de analito; utilizam equipamento de baixo custo e de fécil
miniaturizacdo o que aumenta a portabilidade, com possibilidade de efetuar analises
de campo; podem fornecer informagdo sobre a estequiometria e constantes de
equilibrio dos compostos em estudo, e recorrem a processos de preparagdo de
amostra pouco sofisticados e mais amigos do ambiente.(3)

Os métodos electroanaliticos mais utilizados para a determinacdo de sulfonamidas
aplicam-se a produtos farmacéuticos ou leite, recorrendo a técnicas voltamétricas e
amperimétricas. A voltametria mede a corrente eléctrica produzida num sistema de
trés eléctrodos, através de uma variagdo continua de potencial, enquanto a

amperimétrica mede a corrente eléctrica produzida, a um potencial constante. (3)

1.3. Biossensores

Na literatura, encontram-se varias definicbes para biossensores, pois € uma area
multidisciplinar, com uma grande diversidade e de rapida proliferacdo. Mas de um
ponto de vista geral, os biossensores sdo uma ferramenta analitica que combinam
biomoléculas imobilizadas com transdutores quimicos ou fisicos para criar uma
superficie que permita a medicdo direta, possivelmente continua, de um analito
especifico. O biossensor combina a especificidade de um componente bioldgico ativo
para o analito de interesse com a sensibilidade de um transdutor para converter o sinal
biolégico em um sinal elétrico proporcional & concentracéo do analito.(4)

Um biossensor ndo é um sistema bioanalitico, pois ndo necessita a adi¢cdo de
reagentes e o componente bioldgico esta ligado diretamente ao detetor.

As informagfes analiticas quantitativas sao fornecidas pelos biossensores usando
um elemento biol6gico reconhecedor incorporado a um transdutor que deve ser capaz
de converter a resposta quimica em um sinal apropriado. O elemento importante do
biossensor € a camada sensora, constituida por biomoléculas, que possibilita avaliar a
concentracdo do componente desejado contido na amostra. A selecdo do material
biolégico e do transdutor apropriado depende de cada amostra e do tipo de medida em
que se tem interesse. O biocomponente determina o grau de seletividade ou
especificidade do biossensor. O reconhecimento seletivo € a principal caracteristica da
tecnologia dos biossensores. (4)

Apesar de se utilizar diferentes materiais e transdutores na construgdo dos
biossensores os eletroguimicos sdo 0s mais populares, apresentam uma resposta
rpida, possuem a vantagem de serem econdmicos e a possibilidade de automacao,

permitindo sua aplicacdo em um grande ndimero de amostras. (4)
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O desenvolvimento dos biossensores é definido pela natureza da aplicacdo, pelas
exigéncias regulatorias e alguns fatores desempenham um papel decisivo na
arquitetura do sensor como sensibilidade, meio ambiente de amostra, custo, tempo de
vida util e uso especifico.

O biossensor para ser usado como instrumento de analise deve de apresentar
caracteristicas especifica como:

v’ Seletividade, exemplificada pela especificidade das enzimas;
v’ Faixa de sensibilidade; acuracia e precisao;

v’ Tempo de resposta e de recuperacao;

v Frequéncia de amostragem;

v’ Estabilidade operacional e reprodutibilidade dos resultados, entre outros.

1.3.1. Funcionamento de um biossensor

Segundo as divisbes da quimica analitica e fisico-quimica da UIPAC um biossensor
€ um dispositivo que é capaz de fornecer informacédo analitica "especifica”, quantitativa
ou semi-quantitativa usando um elemento de reconhecimento biolégico (recetor
bioquimico) o qual esta em contato espacial direto com um elemento de transdugao.

Um biossensor é formado de duas partes: 0 componente bioldgico e o transdutor. O
componente biolégico faz o reconhecimento da substancia de interesse por meio de
uma reacao quimica gerando um sinal que pode resultar de uma variagdo na
concentracao de protdes, libertacdo de gases, emissdo ou absor¢ao de luz, emissao
de calor, variacdo de massa, mudanca de estado de oxidacdo, etc. O transdutor
converte este sinal numa resposta mensuravel tal como: corrente, potencial, variagdo
de temperatura. (4)

Generalizando, o funcionamento de um biossensor engoba a especificidade e alta
sensibilidade do componente biolégico com o substrato de interesse. Como produto
desta interagcdo entre a molécula biolégica e o substrato ocorrem variagcdes de um ou
mais parametros fisico-quimicos que sé@o convertidos num sinal elétrico quantificavel e

processavel pelo uso de um transdutor adequado, como mostra a figura seguinte.

*

+*e T
Wy 1
[ ] o a
* A ] . Processamento
i & d de Dados
o 0 B D
t
o
r

Componente bioclogico

Analito ; =t
imeobilizado

Figura 1.2 - Esquema geral de funcionamento de um biossensor. (4)
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1.3.2. Componente biolégico

Uma das caracteristicas mais importantes do biossensor € a seletividade, esta
funcao é principalmente do componente bioldgico, embora algumas vezes o transdutor
também contribua para a seletividade. Por esta razao as enzimas foram e continuam
sendo o elemento bioldégico mais usado na construgéo de biossensores. (4)

O biocomposto para atuar como elemento de reconhecimento biolégico tem que
obedecer a alguns requisitos basicos, como disponibilidade de um sitio reativo que
posso reagir ou interagir com o analito, estabilidade face ao meio e as condi¢des de
medicao e possibilidade de modificacdo ou imobilizacdo sobre suporte por método
guimicos sem afetar o seu desempenho.

Tendo em atenc¢éo a sensibilidade do biocomposto utilizado para a sua construcdo
0s biossensores podem ser divididos em vérias classes como mostra a figura 1.3, mas
as classes dos biossensores enzimaticos, microbiol6gicos, 0s quimiorecetores e 0s

imunossensores sao as mais desenvolvidas.

Ty P
SensorEnzimatico p

:bZ—I'I'l-HDJD'uE

AOo-HConZpa-H

Sensor

Microrganismo : Microbioiégico

. Células Plantas e - - SensorCelular
animais

TecidosPlantase . Sensor Tecido
Animais

c
E
(I
u
L
A
E
-
E
[+
1

D
0

Figura 1.3 - Classificagdo dos biossensores de acordo com o Elemento Biol6gico Sensivel.

(4)

Biossensores enzimaticos

Estes biossensores utilizam enzimas imobilizadas como componente bioldgico
enzimas. Tendo como vantagem, o facto de as enzimas serem catalisadores
biolégicos altamente especificos e seletivos. Comparados com os catalisadores

guimicos, as enzimas apresentam um alto nivel de especificidade com o substrato,
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devido & ligagéo forte na molécula de substrato pelo seu sitio ativo envolvendo fatores
do meio ambiente reacional tais como, tamanho da molécula substrato, polaridade,
grupos funcionais ligados e relativa energia de ligagédo.(4)

A desvantagem em relagdo ao uso de enzimas na construcdo de um biossensor é o
fato de apresentar uma estabilidade relativamente baixa, sobretudo no que diz respeito
a variacdo das condi¢des fisico-quimicas do meio reacional, mas que podem ser
contornados usando as condi¢cdes adequada de pH, temperatura e pressao que

garantam a manutencao da atividade enzimatica. (4)

Biossensores microbioldgicos

Os biossensores microbiolégicos sdo formados por um microrganismo imobilizado,
sensivel e reconhece especificamente a espécie de interesse, interligada a um sistema
de transducdo adequado. O seu principio de funcionamento consiste na assimilagédo
do composto orgéanico pelo microrganismo, acompanhado por uma variagdo na
atividade respiratéria ou na producdo de metabolitos, que sd&o monitorados

diretamente por um transdutor. (4)

Imunossensores

Os imunossensores utilizam proteinas globulares de soro, como as
imunoglobulinas. Os anticorpos ligam-se aos antigenos com alta especificidade e alta
afinidade. Estes biossensores apresentam como principal problema o elevado peso

molecular dos anticorpos que dificulta a sua adaptacao ao transdutor. (4)

Quimiorrecetores

Os quimiorrecetores utilizam as proteinas que interagem com espécies quimicas,
tais como horménios, resultando em variacbes conformacionais. Manifestam
problemas de ligacdo ao transdutor, dificuldade de manipulacdo e um tempo de vida
curto. (4)

1.3.3. Transdutor

A selecdo do transdutor é efetuada segundo trés requisitos basicos, que ele seja
adequado para adaptacdo ao material biolégico imobilizado, seja altamente especifico
para o analito de interesse, sendo capaz de detectar alguma variacdo especifica que
ocorra durante a reacao bioldgica e que esta variacdo ocorra na faixa de concentracdo

apropriada.
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Os transdutores mais utilizados sé&o os eletroquimicos, 6ticos e calorimétricos. Na
tabela seguinte encontram-se os varios sistemas de transducdo, seus modos de
medicdo e aplicacdo tipica. (4)

Os biossensores também podem ser classificados de acordo com o sistema de
transducdo, assim pode classifica-los em eletroquimicos (Amperimétricos,

Potenciométrico e Condutimétrico), Calorimétricos ou Oticos.

Biossensores eletroquimicos

Estes biossensores caracterizam-se por serem, simples, sensiveis, confiaveis, de
resposta rapida, requerem de instrumentacdo de baixo custo, operam em condicdes
quando ndo é necessario um pré-tratamento da amostra e permitem efetuar
determina¢cBes em uma ampla faixa de concentragéo. (4)

Este tipo de biossensores devido as técnicas electroestaticas fornecem limites de
detecdo baixos e uma abundancia de informagfes que caracterizam e descrevem
electroquimicamente determinados sistemas, sempre baseado nas propriedades
elétricas de uma solucdo de analito quando ele esta em contato com uma célula
eletroquimica. Estas informagcfes abrangem a estequiometria e a velocidade de
transferéncia de carga interfacial, a velocidade de transferéncia de massa, a extenséo
de adsorcdo e de quimiossorcdo e as velocidades e constantes de equilibrio de
reac6es quimicas.(4)

Apresentam como vantagem o fato de as células eletroquimicas serem
frequentemente especificas para um estado de oxidagcdo particular e sua
instrumentacdo € relativamente barata. Por estes motivos 0s biossensores
eletroquimicos sdo 0s que constituem a grande maioria dos biossensores

desenvolvidos. (4)

Tendo em atencdo ao principio de medicdo os biossensores podem ser

classificados em amperimétricos, potenciométricos e condutimétricos. (4)

Biossensores amperimétricos

Os biossensores amperimétricos tém como o principio de funcionamento a medig&o
da corrente produzida por uma reacdo quimica entre espécies eletroativas. Esta
reacdo quimica ocorre num determinado potencial e a corrente gerada esti
relacionada com a espécie em solugdo. Portanto estes biossensores dependem de um
sistema bioldgico que converta cataliticamente analitos electroquimicamente inativos

em produtos que possam ser oxidados ou reduzidos num elétrodo funcional, o qual é
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mantido num potencial especifico de acordo com um eletrodos de referéncia. A
corrente produzida pela reagéo redox é linearmente proporcional & concentracdo do
produto eletroativo, a qual é proporcional ao analito (substrato da enzima) nao
eletroativo. (4)

A desvantagem destes biossensores é a pequena faixa dindmica devido a cinética
de saturacdo da enzima, os potenciais relativamente elevados podem oxidar espécies
diferentes do composto de interesse, a corrente pode ser afetada pela velocidade com
a qual o analito difunde até a superficie do eletrodo.

Como os eletrodos quimicamente modificados s&o construidos através do
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas e dos medidores, surgiu uma
nova classe de transdutores amperimétricos. Os mediadores podem ser incorporados
aos eletrodos por adsorcdo, oclusdo em filmes poliméricos, ligacdo covalente ou

simplesmente misturadas em pasta de carbono. (4)

Biossensores potenciométricos

Os hiossensores potenciométricos utilizam um eletrodo de referéncia, inerte e um
eletrodo operante, ambos em contato com a amostra. Estes biossensores baseiam-se
no desenvolvimento de um potencial significativo no eletrodos funcional devido a
acumulagéo da carga, ocorrendo um aumento da densidade da carga na superficie do
eletrélito. Assim, as enzimas consomem ou produzem espécies quimicas polares ou
ides em resultancia da catalise, e estas espécies sdo detetadas pelo eletrodo de ibes
seletivos e séo transformadas em um sinal possivel de ser lido e determinado. (4)

Estes eletrodos apresentam as vantagens de serem rapidos, sensiveis, de baixo
custo e apresentarem simplicidade na medicdo, onde somente a medicdo do pH é

necessaria, ndo um sistema polarografico como requer 0s sensores amperimétricos.

Biossensores condutimétricos

Este tipo de biossensores baseia-se na medicdo da condutincia e estao
relacionados com o0 uso de enzimas que produzem ou consomem espécies ibnicas,
nas reacdes por elas catalisadas, alterando a condutividade global da solucéo. (4)

Asneiras das reacdes enzimaticas produzem uma variacdo da condutividade,
contudo sao poucas as que oferecem um sinal de magnitude estavel.

Os bhiossensores enzimaticos contem um par de microeléctrodos separados por
uma solucdo de eletrdlito incluindo a enzima e a amostra a ser detetada, é gerado
pelas aplicagcdes de uma voltagem um campo elétrico nos microelétricos onde ocorrem

variacdes das concentracdes e de espécies polarizadas. (4)
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Biossensores 6ticos

Os métodos Opticos de transducéo sdo muito usados em andlises bioquimicas para
guantificacdo de determinadas substéncias gracas a sua confiabilidade e grande
variedade. Os métodos como fluorescéncia, fosforescéncia, absorcdo, polarizacdo e
interferéncia podem ser utilizados em sensores de estado solido. (4)

Os biossensores Opticos tem com o principio de funcionamento as reagfes
enzimaticas que alteram a propriedade Optica de determinadas substancias e a luz
emitida por este elemento biolégico ou a sua resposta a iluminacdo é transmitida

através de fibra ética e monitorada num equipamento 6tico. (4)

Biossensores calorimétricos

Os biossensores calorimétricos permitem quantificar calorimetricamente a
libertacdo de energia que ocorre em algumas reagfes bioldgicas, relacionando a
evolucéo de calor gerado com a quantidade de substrato reagido ou produto formado.
Contudo apresentam algumas desvantagens como altos custos, serem altamente
complexos e terem baixa especificidade na analise, pois toda variagdo de entalpia
ocorrida seja na reagdo de mistura ou pelo efeito da diluicdo e solvatacdo ou mesmo
perda de calor para o exterior, contribui para o resultado final ocasionando possiveis
erros de andlise. (4)

1.3.4. Aplicagao dos biossensores

O uso de biossensores na indUstria tem aumentado principalmente nas inddstrias
quimicas e os sectores interdependentes como a industria farmacéutica e alimenticia.

As areas como a medicina, ambiental, alimenticia e biotecnologia tem aumentado o
Seu interesse por estes sensores devido a capacidade de determinar de forma seletiva
analitos em amostras complexas, apresentam rapidez de analise, diminuir os custos e
residuos gerados por analise. (4)

Estes biossensores também tém a vantagem de ndo requererem a preparagdo da
amostra, de longo tempo de processamento e de terem equipamentos caros como o
caso do HPLC ou espectroscopia de massa.

Na area da salde uma aplicacdo importante do biossensores é o controlo de
glicose em pacientes com diabetes e mais recentemente no controlo do colesterol, ja
na area da biotecnologia os biossensores tém sido utilizados na detecdo de varios
nutrientes presentes nos meios de cultivo de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos e na indastria alimenticia e fermentativa de levedura de pao, de cerveja e
vinho. (4)
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Os biossensores também sdo usados na area ambiental na monitoracao e controlo
de ambiente, como na detecdo de metais pesados em amostras de solo, ou de
herbicidas e pesticidas em agua dos rios e lagoas. Nos Ultimos anos tém sido
utilizados como dispositivos analiticos com capacidades de resposta em tempo real,
na detecdo e monitoracdo de agentes quimicos e biolégicos perigosos. (4)

De todos os biossensores utilizados nas diferentes areas o0s biossensores

enzimaticos eletroquimicos séo os predominantes.

1.4. Modelo de cor

Um modelo de cor tem como proposito facilitar a especificacdo de cores padréo,
generalizando um modelo de cor € uma especificacdo de um sistema de coordenadas
3D e um subespaco dentro desse sistema onde cada cor é representada por um Unico
ponto.

Existem varios modelos de cores, alguns modelos conseguem representar mais
cores do que os outros, por exemplo 0 RGB (sistema de cores formado pelo Red,
Green e Blue), o CMYK (sistema de cores formado por Cyan, Magenta), o HSB (hue,
saturation and brightness ou matiz, saturacdo e brilho), Yellow e Preto ("K"ey do
inglés=chave, pois é a base)), o0 HSL (hue, saturation, and lightness ou matiz,
saturacao e luminosidade) e o CIE-Lab.(5)

Em varios modelos estabelecidos as coordenadas sdo comuns, o brilho ou
luminosidade é a quantidade de luz e pode ser detetado por variacdes na sua
intensidade, a tonalidade, a cor propriamente dita, constituindo o préprio nome da cor,
a saturacdo corresponde ao grau de intensidade ou croma, e relaciona-se com a
pureza ou a opacidade da cor. (5)

Contudo, quando se recorre a um sistema para determinar os componentes do
modelo de cor, cria-se 0 seu espaco de cor, aqui cada ponto representa uma cor
diferente, devido a esta necessidade o comité da CIE (Comissdo Internacional de
lluminac&o) criou 0 modelo de cores HSB — (hue, saturation and brightness ou matiz,
saturacao e brilho) e HSL (hue, saturation, and lightness ou matiz, saturacdo e
luminosidade), sdo modelos semelhantes e tém como aplicacdo definir as cores nos
programas graficos de computadores e combinar com a percecdo das cores pelo
sistema visual humano, utilizando os trés eixos indicados na figural.4 para definir a
cor.coordenadas.

A Microsoft tem disponivel um programa o “Painte” que permite o tratamento de
imagens baseado no modelo HSL. A caixa de didlogo de cores oferece controlos para
especificar valores HSL, os valores de saturacdo e luminosidade deve estar no

intervalo de 0 a 240, e o valor de tonalidade deve estar na faixa de 0 a 239. Na figura x
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podemos observar as escalas de valores que o operador de imagem pode especificar

— 240
u H4 B

Hue
0 239

com esses controlos.

240 —

Saturation

Figura 1.4 - Tonalidade, Luminosidade e Saturacéo (6).
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2.Descricdo Experimental

2.1. Material, equipamentos e reagentes

Os balbes volumétricos utilizados tinham capacidade entre 10 mL e 100 mL e eram
de classe A. Para medicdo de volumes rigorosos utilizou-se micropipetas de volume
regulavel.

As pesagens dos reagentes solidos foram efetuadas na balanga analitica Radwag
XA 110/X com uma precisdo de +0,0001 g. Para acelerar a dissolu¢cdo dos sélidos
utilizou-se o banho ultra-sons Bandelin Sonorex Digitec. O espectrofotometro Thermo
Scientific Evolution 220 foi utilizado para efetuar a leitura das absorvancias das
solugdes preparadas. Para determinar 0os compostos organicos foi utilizado o
espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy, FTIR) da Thermo Scientific Nicolet iS10.

Os reagentes utilizados foram o0s seguintes, todos de qualidade analitica
reconhecida: cloreto de ferro hexahidratado (Scharlau), nitrato de chumbo (ll) anidro
(Riedel deHaen), sulfato de cobre (ll) pentahidratado (Panreac), cloreto de zinco
(Merck), cloreto de magnésio hexahidratado (Analar normapur), sulfato de aluminio 16-
hidratado (BDH), cloreto de amoénio (Analar normapur), acetato de amonio (Analar
normapur), acrilamida (Sigma), N-ter-butil-acrilamida, tris(hidroxilmetil)aminometano
(Fisher Bioreagents), cloridrato de trietanalamina (Fulka), lodo (Riedel deHaen),
metaperiodato de soédio (VWR), gluteraldeido (Fulka), tetraciclina (Applichem),
sulfadiazina (Sigma), sulfatiazol (Sigma), sulfametoxazol (Sigma), difloxacina (Solvay).
O papel de celulose utilizado foi produzido pela Fanoia.

As cores obtidas nas superficies de papel modificado foram registadas em maquina

fotografica digital Nikon.

2.2. Reagdes de desenvolvimento com a sulfadiazina
2.2.1. Agentes complexante inorgéanicos

A primeira parte do trabalho préatico centrou-se na identificacdo das espécies
metalicas capazes de formar complexos corados com a sulfadiazina.

Os agentes complexantes em estudo foram permanganato de potassio, cloreto de
ferro, nitrato de chumbo II, sulfato de cobre II, sulfato de aluminio, cloreto de
magneésio, cloreto de zinco e iodo.

Para este efeito, preparou-se 50 ml de uma solucdo de sulfadiazina 10* M e 20ml
dos agentes complexantes em estudo.com uma concentracdo de 10°M. De seguida,

num tubo de ensaio adicionou-se 2ml da solucdo de agente complexante sucessivo de
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2ml da solucéo de sulfadiazina. Por fim, tragou-se o espetro de absorcdo na gama de

360 a 780nm das trés solucdes preparadas.

2.2.2. Agentes complexante organico

1° Fase

Nesta seccdo procedeu-se a escolha do agente complexante organico que ira
ajudar a fixar o Cu** ao papel quimicamente modificado.

Os agentes complexantes em estudo foram EDTA (etilenodiamina), amoniaco,
acetato de amoénio, acrilamida, N-ter-butil-acrilamida, tris(hidroximetil)aminometano,
cloridrato de trietanolamina.

Para esse fim, preparou-se 10 ml de uma solucgéo de sulfato de cobre 10° M e 10m
dos agentes complexantes em estudo.com uma concentracdo de 10”M. De seguida,
num tubo de ensaio adicionou-se 2ml da solucdo de sulfato de cobre sucessivo de 2ml
da solucéo de agente complexante, traca-se o0 espetro de absor¢cdo na gama de 360 a
780nm das solucdes preparadas. De seguida, noutro tubo de ensaio, adiciona-se 2ml
da solucéo de sulfato de cobre sucessivo de 2ml da solugdo de agente complexante e

por fim 2ml da solu¢éo de sulfadiazina e traca-se o espetro de absor¢ao.

22 Fase

Com o intuito de escolher o melhor agente complexante, fixou-se todos os
parametros e variou-se a concentracao da sulfadiazina.

Preparou-se 50 ml de uma solucéo de sulfato de cobre 10° M pH entre 4 a 5 e 10ml
dos agentes complexantes em estudo.com uma concentracdo de 10°M e uma solugéo
de sulfadiazina 10*M

De seguida, em tubos de ensaio adicionou-se 2ml da solucédo de sulfato de cobre
sucessivo de 2ml da solucdo de agente complexante, e por fim sulfadiazina em
diferentes concentracbes como mostra o esquema abaixo. De seguida traca-se o
espetro de absorgéo e regista-se as alteragfes verificadas.

sSDZ

H,0
A.com 2ml
Cu 2ml
V(5DZ) 0,5 1 1,5 y)
V(H20) 1,5 1 0,5 0
Cfinal 0,0083  0,0067 0,025 0,033

Figura 2. 1 - Esquema de adi¢cdo de SDZ nos diferentes ensaios
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2.3. Procedimentos de modificacdo do papel

A modificacdo da celulose do papel teve por objetivo complexar o papel modificado
com os ibes selecionados no ponto anterior.

Em todos os ensaios as amostras de papel de celulose tinham as mesmas
dimensdes (1 cm x 1 cm). O tempo de reacdo entre o papel de celulose e os agentes
de modificacdo foi estabelecido apds consulta de vérios trabalhos descritos na
literatura, onde estes agentes eram utilizados enquanto modificadores de superficies
de outra natureza

Esta fase do trabalho foi dividida nas etapas seguintes:

2.3.1. Carboxilagcéo da superficie

Para esta fase efetuou-se varios ensaios variando a temperatura e o tempo.
Inicialmente cortou-se o papel em quadrados e lavou-se com agua destilada. De
seguida preparou-se uma solucdo de metaperiodato de sodio (dissolver 4,31g de
periodato de s6dio em 100ml de agua, acertar o pH para 4,37). De seguida colocar os
papeis lavados num frasco escuro com a solucdo preparada a temperatura ambiente
sob agitacdo durante 30min,1, 2, 3, 4,5,6 e 24h depois. Repetiu-se 0s ensaios para a
temperatura de 40, 60 e 80°C

2.3.2. Adsorcéo de quitosano e cobre

Nesta fase estudou-se a melhor forma de adsorver o quitosano e o cobre ao papel

quimicamente, por layer-by-layer ou por solucdo de quitosano com glutaraldeido.

Solucéo de quitosano (7)
Pesar 1g de quitosano em po6 e dissolver em 100 ml de acido acético 2% w/w sob

agitacao de 200 rpm a uma temperatura de 70°C.

Solucdo de glutaraldeido (7)
Medir 10 ml de glutaraldeido 25% para um baldo de 100ml, tamponar com fosfato
0,1 mol/lapH?7

2.3.2.1. Layer-by-layer

Nesta etapa realizou-se varios ensaio para determinar a melhor forma de adsorver

0 quitosano e o cobre por camadas.
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Quitosano e glutaraldeido

Depois de modificado o papel adicionou-se uma gota de quitosano sobre o papel,
ao fim de 30 minutos adicionou-se uma gota de glutaraldeido e levou-se a estufa a
uma temperatura de 50°C até secar. De seguida mergulha-se os papéis numa solucao
aquosa de sulfato de cobre Il 10™M, a mistura foi agitada durante 24h & temperatura
ambiente num recipiente escuro fechado, ao fim dessas 24horas séo retirados da
solucéo e lavados com agua destilada e secos a uma temperatura maxima de 30°C.(7)

Por fim colocar sobre cada papel uma gota de SDZ a diferentes concentracoes.

Glutaraldeido e quitosano

Depois de modificado o papel adiciona-se uma gota de glutaraldeido sobre o papel,
ao fim de 30 minutos adiciona-se uma gota de quitosano e leva-se a estufa a uma
temperatura de 50°C até secar. De seguida mergulha-se os papéis numa solucao
aquosa de sulfato de cobre 1l 10*M, a mistura foi agitada durante 24h & temperatura
ambiente num recipiente escuro fechado, ao fim dessas 24horas séo retirados da
solucdo e lavados com &gua destilada e secos a uma temperatura méaxima de 30°C.

Por fim colocar sobre cada papel uma gota de SDZ a diferentes concentracoes.

Quitosano

Depois de modificado o papel adiciona-se uma gota de quitosano sobre o papel
leva-se a estufa a uma temperatura de 50°C até secar. De seguida mergulha-se os
papéis numa solucdo aquosa de sulfato de cobre Il 10™M, a mistura foi agitada durante
24h a temperatura ambiente num recipiente escuro fechado, ao fim dessas 24horas
séo retirados da solucdo e lavados com agua destilada e secos a uma temperatura
méaxima de 30°C. Por fim colocar sobre cada papel uma gota de SDZ a diferentes

concentracoes.

solucéo de quitosano com glutaraldeido

Adicionou-se 2ml de quitosano com 2ml glutaraldeido. De seguida colocou-se uma
gota da solucdo preparada sobre o papel modificado e leva-se a estufa a uma
temperatura de 50°C até secar. De seguida mergulha-se os papéis numa solucao
aquosa de sulfato de cobre Il 10*M, a mistura foi agitada durante 24h & temperatura
ambiente num recipiente escuro fechado, ao fim dessas 24horas séo retirados da
solucéo e lavados com &gua destilada e secos a uma temperatura méaxima de 30°C.

Por fim colocar sobre cada papel uma gota de SDZ a diferentes concentracoes.
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2.4. Verificacdo da formacgéo de cor

Devido aos resultados obtidos na fase de carboxilacdo da superficie, foi necessério
verificar se a cor rosa que se obtinha era da reacdo entre o sulfato de cobre, acetato
de amédnio e a SDZ ou somente entre o cobre e a SDZ.

Num tubo de ensaio adicionou-se 2ml de sulfato de cobre 10?M seguido de acetato
de amdnio com o dobro da concentracéo de sulfato de cobre, passado 30min adiciona-
se 2ml de SDZ com uma concentracdo de 10°M, verifica-se o pH e regista-se os
resultados, a parte desta solucdo adiciona-se acido cloridrico, regista-se o pH e os
resultados obtidos, a restante solug¢do adiciona-se hidroxido de sodio, regista-se o pH
e os resultados obtidos.

Seguidamente num tubo de ensaio adicionou-se acetato de amonio com o dobro da
concentracdo de sulfato de cobre seguido de 2ml de sulfato de cobre 10°M, passado
30min adiciona-se 2ml de SDZ com uma concentracdo de 10°M, verifica-se o pH e
regista-se os resultados, a parte desta solucdo adiciona-se acido cloridrico, regista-se
0 pH e os resultados obtidos, a restante solucdo adiciona-se hidréxido de sédio,
regista-se o pH e os resultados obtidos.

Por fim num tubo de ensaio adicionou-se 2ml de sulfato de cobre 10?M seguido de
2ml de SDZ com uma concentracdo de 10°M, verifica-se o pH e regista-se os
resultados, a parte desta solucdo adiciona-se acido cloridrico, regista-se o pH e os
resultados obtidos, a restante solucdo adiciona-se hidréxido de sodio, regista-se o pH
e os resultados obtidos. Noutro tubo de ensaio adicionou-se acetato de amoénio com o
dobro da concentracdo de sulfato de cobre seguido de 2ml de SDZ com uma
concentracdo de 10°M, verifica-se o pH e regista-se os resultados, a parte desta
solucdo adiciona-se acido cloridrico, regista-se o pH e os resultados obtidos, a
restante solugdo adiciona-se hidroxido de sodio, regista-se o pH e os resultados
obtidos.

2.5. Caracterizagéo analitica

Neste médulo estudou-se qual a gama de linearidade, ou seja a concentracao
minima de detecdo e a concentracdo maxima de detecédo, a seletividade do sensor, a

estabilidade do mesmo e a aplicabilidade.

2.5.1. Gamade linearidade

A gama de linearidade foi estudada para seguintes concentragdes, 5 x107°, 1 x107,
5x10% 1 x10%, 5 x10°, 1 x10°®, 5 x10°, 1 x10° M.
Em cada tubo de ensaio foi colocado um sensor seguido de 2ml de SDZ com as

respetivas concentracdes em estudo, e regista-se as alteracdes verificadas.
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2.5.2. Seletividade

A seletividade da resposta do papel modificado face a sulfadiazina foi testada
relativamente a varios antibidticos que podem ser encontrados em sistemas de
aquacultura. Os antibiéticos selecionados foram, sulfatiazol, sulfametoxazol,
tetraciclina e difloxacina para uma concentracdo de 10°M.

Para avaliagc&o do efeito interferente deste antibioticos colocou-se em cada tubo de
ensaio um sensor seguido de 2ml do antibiético em estudo, e regista-se as alteracdes

verificadas.

2.5.3. Estabilidade

Estudou-se a estabilidade do sensor quando armazenado a temperatura ambiente

durante um periodo de 15 dias e quando armazenado em agua destilada no frigorifico.

2.5.4. Aplicabilidade

Nesta fase o papel modificado foi testado numa escala real, isto €, foi utilizado para
despistar os niveis de sulfadiazina presentes em aguas de aquacultura.

Inicialmente preparou-se solugcées de SDZ com agua de pogco com as seguintes
concentraces 3x1073, 9x10™* 7x10“* M, de seguida colocou-se em cada tubo de
ensaio um sensor seguido de 2ml da solucdo em estudo, e regista-se as alteracbes

verificadas.
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3. Resultados e discussao

3.1. Reacdes de desenvolvimento com a sulfadiazina
3.1.1. Agentes complexantes inorganicos

Por complexacdo com compostos organicos, os metais podem conferir cor a
solugdes aquosas, esta e a sua intensidade dependem das espécies intervenientes e
do meio. O objetivo deste trabalho foi obter um complexo que garanta a formacéo de
cor quando em contacto com a SDZ, para que a detec¢do final possa ser realizada por
comparacao.

A espécie organica em estudo foi a SDZ e as espécies inorganicas foram

manganésio, ferro, chumbo, cobre, aluminio, magnésio, zinco e iodo.

Tabela 3. 1 - Cores das solu¢des de agentes complexantes inorganicos, antes e depois da
adicdo de SDZ

Agente Cor inicial Cor final
Agente Agente + SDZ
KMnO,4 Roxa Roxa
FeCl; Amarela Amarela
Pb(NO3), Incolor Incolor
CuS0,.5H,0 Azul Rosa
Al>(S04)5.16H,0 Incolor Incolor
MgCl, Incolor Incolor
ZnCl, Incolor Incolor
I, Alaranjada Alaranjada

Como se pode verificar pela tabela 3.1. somente o cobre reagiu com a SDZ
passando de uma solucdo azul, caracteristica da solugcéo aquosa de sulfato de cobre a
rosa devido ao precipitado que se forma quando a SDZ reage com o cobre.

Para todas as solu¢gbes mediu-se a absorvéancia, estando todos os espetros obtidos
no anexo A, como se pode verificar na figura 3.1, o espetro referente a reacdo entre o
sulfato de cobre e a SDZ, ndo tem qualquer valor pratico devido a formacdo do

precipitado que impede a leitura da absorvancia.
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Figura 3.1 — Espetro de absorvancia de sulfato de cobre e deste com SDZ

3.1.2. Agente complexante organico

O agente complexante organico tera como funcédo ajudar a fixar o Cu** ao papel
guimicamente modificado. Os agentes complexantes em estudo foram EDTA
(etilenodiamina), amoniaco, acetato de amoénio, acrilamida, N-ter-butil-acrilamida,
tris(hidroximetil)aminometano, cloridrato de trietanolamina.

As alteracBes da adicdo de SDZ ao agentes foram registadas por esptrofotometria
UV/VIS estando representados o0s espetros de absorvancia de cada agente
complexante e da mistura dos mesmos com a SDZ no anexo B.

De todos os agentes complexantes usados os que fornecem melhores resultados
sdo o EDTA e o acetato de amonio pois foram os U(nico que reduziram
aproximadamente para metade a absorvancia quando se adicionou a SDZ a solucdo

de cobre mais agente complexante, como se pode verificar nas figuras 3.2 e 3.3.
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Figura 3.3 — Espetro de absorvancia de acetato de amonio, deste com o cobre e com a
SDhz

3.2. Modifica¢&o quimica do papel

Nesta fase do estudo o objetivo era a imobilizacdo das especies inorganicas num
suporte de papel para reduzir o procedimento analitico de dete¢cdo da SDZ numa agua
de aquacultura, quando mergulhado num frasco de eppendorf com a amostra.

A maodificacdo quimica do papel foi realizada em duas etapas, a carboxilacdo da
superficie e a contrucdo de uma monocamada que teria o cobre adsorvido para reagir
com a SDZ.
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3.2.1. Carboxilacdo da superficie

s

A oxidacdo de celulose por periodato € caracterizada pela quebra especifica na
ligacdo C-C glicosidica, ou seja, a ligacdo entre os carbonos C, e C; da unidade
amidoglucose de celulose, resultando a formacao de dois agrupamentos aldeidicos
por unidade glicosidica (dialdeidoclulose). (9)

A figura 3.4 mostra as alteracdes ocorridas no papel quimicamente modificado,
como se pode verificar o papel adquire uma cor amarelecida (como papel envelhecido)

e ocorre uma visivel reducéo de tamanho.

Papel Papel

Normal Modificado

Figura 3.4 — Fotografia do papel antes da modificacao e depois da maodificagdo quimica

Para cada uma das variaveis estudadas na modificacdo do papel procedeu-se ao
controlo dessa modificacdo através da analise de superficie por FTIR. Foram varios os
espectros reunidos neste estudo, apresentados no anexo B.

A Figura 3.5 retne os espectros de FTIR decorrentes do ensaio a temperatura
ambiente decorrido 24h e a temperatura de 60°C decorrido 1h e 2h do inicio do
ensaio, incluem-se aqui 0s espectros relativos ao papel de celulose.

A Figura 3.6 relne os espectros de FTIR decorrentes do ensaio a temperatura de

80°C decorrido 1h e 2h do inicio do ensaio.
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Figura 3.5 - Espectros de FTIR dos vérios intervenientes na modificacdo do papel e do
papel modificado obtido, relativos a temperatura ambientem e a 60°C nos respetivos tempos de
reacao.

TTBE0_3
it} 105 - -
=] 1
3 R
=
2 1021 % E
= P o
S i ™ -
101 =
L, 03 1880 2
3 |
£ |
s Wy
£ ' " = ol
ol . = S
103 - TEAD 1
N 1
e
g 1
= 102 -
5 i 2 5
@ | o = o
£ 1014 o = o
(i)
e
£
=
z
1s]
=
=
4DIDD ‘ I I I 3560 I I I I 3DIDD ‘ I I I 25|DD I I I ‘ 2060 I I I I 15|DD ‘ 1060 I SDID
Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.6 - Espectros de FTIR dos varios intervenientes na modificacdo do papel relativos

a temperatura de 60 e 80°C nos respetivos tempos de reacao.
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O espetro tipico da celulose (papel) presente na figura § apresentou uma banda
larga de estiramento da ligagdo O-H, por volta dos 3300 cm™, presente nos grupos
hidroxilo da celulose, também apresentou um pico de forte intensidade por volta dos
1100 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-O.

Dos vérios ensaios efetuados s6 se verificou resultados positivos quando a
temperatura ambiente decorrido 24 horas do inicio do ensaio e a temperatura de 60°C
ao fim de uma hora e duas horas, onde nos trés espetros ocorre um alargamento do
pico por volta dos 3340 a 3350, indicando a presenga de &cidos carboxilicos e o
aparecimento de um pico entre 1635 e 1640 cm™ correspondente ao grupo carbonilo
gue indica a modificacdo quimica do papel.

Apesar destes trés espetros apresentarem o pico referente a oxidacéo da celulose
escolheu-se 0 ensaio efetuado a temperatura de 60°C durante duas horas, pois € mais
rapido do que o ensaio efetuado a temperatura ambiente e é o pico que apresenta

maior intensidade (pico rosa), como se pode verificar na figura 3.7.
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Figura 3.7 - Espectros de FTIR dos varios intervenientes na modificacdo do papel relativos

a temperatura de 60 ao fim de 1h (vermelho) e de 2h (rosa)
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3.2.2. Layer-by-layer

Nesta fase do estudo, avaliou-se a melhor forma de adsorver o cobre na superficie
do papel quimicamente modificado, para tal, criou-se monocamadas sobre o papel
guimicamente modificado.

Na figura 3.8 estdo representadas 0s ensaios realizados, um ensaio onde a
primeira camada é o glutaraldeido seguido de quitosano e por fim o cobre, outro
ensaio a primeira camada era de quitosano precedido de glutaraldeido e por fim o
cobre; uma s6 camada de quitosano seguido do cobre e um ultimo ensaio sendo, a

primeira camada uma solucdo de quitosano com glutaraldeido seguido do cobre.
Constituintes Layer + Cu #
Glutaraldeido '
+ d
Quitosano L .

Quitosano
+

Glutaraldeido

Quitosano

Solugdo de

Quitosano +
Glutaraldeido

Figura 3.8- Ensaio para a constru¢cdo da monocamada

Como se pode verificar na figura 3.8 depois de adsorver o cobre s6 no ensaio com
a monocamada de quitosano é que se verifica uma alteragdo da cor, passando de
amarelo para um tom azul que se deve ha adsor¢éo do cobre.

ApOs a adsorcdo do cobre adicionou-se uma gota de SDZ no sensor e verificou-se
que s6 no sensor com a monocamada de quitosano houve alteracdo de cor passando
de azul a rosa, como mostra a figura 3.9, verificou-se também que essa alteracéo de
cor se deve a formacédo de um precipitado a volta do sensor, resultado da reacdo entre

a SDZ e o cobre.
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Figura 3.9— Resposta do sensor a adicdo de SDZ

3.3. . Verificagao da formacao de cor

No final dos ensaios do ponto 3.2.2 verificou-se a formacdo de um precipitado a
volta do sensor, resultado da reacéo entre a SDZ e o cobre, face a este acontecimento
foi necessério efetuar uma verificacdo da formacdo de cor entre o cobre com acetato
de amadnio e a SDZ a diferente pH.

Na tabela 3.2 esté registado as alteragbes verificadas nas reacfes de acetato de amonio
com sulfato de cobre, é de notar que o catido Cu?* isolado conferiu uma tonalidade cor
azul agua, tipicamente caracteristica desta espécie em solucdo aquosa. Quando
misturada com a SDZ, a solucdo forma um precipitado rosa como se pode verificar na
figura 3.10, que levou a concluir que ndo era necessario a reagdo entre o cobre e o
acetato de amonio, para a adsor¢cdo do cobre no papel., porque 0o mais importante
neste estudo era a mudanca de cor obtida, faciimente detetada pelo olho humano. E
necessario expressar que a reacao de precipitacdo entre o cobre e a SDZ s6 ocorre

quando a concentrac&o do primeiro é de 102 M.
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Tabela 3.2 — Registo das alterac@es verificadas na reagdes com acetato de amonio, sulfato

de cobre e SDZ em diferente pH

Reagentes Observacbes
Cu + CH3COONH4 + | Formacao de um precipitado
SDZ (pH=7,70) rosa salmao
Cu + CH3COONH4 + | Formacao de um precipitado
SDZ (pH= 1,05) rosa salmao
Cu + CH3COONH4 + | Formacao de um precipitado
SDZ (pH= 11,88) rosa salmao
CH3COONH4 + Cu + N&o se verifica qualquer
SDZ (pH=7,70) alteracéo
CH3COONH4 + Cu + N&o se verifica qualquer
SDZ (pH=1,05) alteracao
CH3COONH4 + Cu + N&o se verifica qualquer
SDZ (pH=11,88) alteracao
((;l;': 7825) Precipitado rosa
CH3COONH4 + SDZ Solucao incolor
(pH=7,54)

Figura 3.10 - Reacéo de precipitacdo entre a SDZ e o cobre

Para a verificacdo dos elementos constituintes do precipitado efetuou-se dois
ensaios, o0 primeiro consistiu na adicdo de umas gotas de Aacido sulflrico ao
precipitado seco e verificou-se que este que apresenta uma cor roxeada se dissolve e
origina uma solucéo azulada (como pode ver na figura 3.11) caracteristico do cobre I,
logo pode-se afirmar que o precipitado é formado por cobre Il. DE seguida procedeu-
se ao controlo através do FTIR e como pode verificar na figura 3.12 no complexo
representado pela cor verde esta presente um pico nos 1400nm caracteristico da SDZ,

0 que se pode afirmar que no precipitado formado esta presente a SDZ.
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Generalizando, a reacdo entre a SDZ e o cobre origina um complexo ternario de

cobre Il, como mostra a figura 3.13. (8)

% Transmittance % Transmittance

% Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500

Wavenumbers {cm-1)

1000

500

Figura 3.12 — Espetros da SDZ, de sulfato de cobre e do precipitado formado
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Figura 3.13 — Complexo ternario de cobre (8)

3.4. Caracterizacdo analitica

3.4.1. Gama de linearidade

O objetivo desta fase era a calibracdo do sensor, para tal, mergulhou-se o sensor
numa gama alargada de concentragfes de SDZ. As diferentes cores obtidas foram
registadas por fotografia conjunta de modo a eliminar variagbes de cor e de
luminosidade ambiente. Depois a imagem foi importada para o programa “Paint” do

Windows com o intuito de adquirir as coordenadas da cor pelo cédigo RGB:

Inicialmente a gama de concentragdo em estudo foi de 5 x103, 1 x103, 5 x10™%, 1
x10%, 5 x10°, 1 x10°®, 5 x10°®, 1 x10° M.

r--mm-qq
| s & @R i.

Figura 3.14 - Ensaios gama de linearidade para as respetivas concentracées 5 x10%, 1 x10°
® 5x10™, 1 x10™, 5x10%, 1 x10°, 5x10°, 1 x10°M

Ao observar figura 3.14 onde esta representada a fotografia dos ensaios verificou-
se que so nos ensaios C1, C2 e C3 com as respetivas concentracdes 5 x107%, 1 x107,

5 x10™ se verificou a formagéo do precipitado.
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Face a estes resultados decidiu-se alargar a gama de concentragfes, sendo as
novas concentracdes de 5x107, 4x103, 3x103, 2x103, 1x103, 9x10™, 8x10™, 7x10%,
6x10™, 5x10™ M, respetivamente os ensaios C1, C2, C3, C4, C5, C&, C7, C8, C9, C10.

Verificou-se que a concentracdo minima de detecdo é de 5x10™ M, ou seja, 0
ensaio C10.

Figura 3.15 — Ensaio gama de linearidade para as respetivas concentracfes 5x107, 4x10°,
3x10°, 2x10°, 1x10°, 9x10™, 8x10™, 7x10*, 6x10™, 5x10“ M

Como j& foi mencionado anteriormente, depois de tirada a fotografia esta foi
importada para o programa “Paint” do Windows onde se colheu as coordenadas RGB
para as diferentes concentra¢des representadas na tabela 3.3, com o intuito de obter

da palete da cor representada na figura 3.16, que futuramente serd usada como
modelo de comparagéo.
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Tabela 3.3 - Coordenadas de cor das imagens do sensor em diferentes concentracdes de

OXI, obtidas por fotografia.

Vermelho 156 171 161 161
C1l Verde 109 120 114 114
azul 113 119 118 118

Ensaio Cor original
Vermelho 176 174 156 174
C2 Verde 128 122 111 122
Azul 130 123 114 123

Ensaio Cor original
Vermelho 184 178 182 182
C3 Verde 135 121 130 130
Azul 139 121 133 133

Ensaio Cor original
Vermelho 209 219 214 214
C4 Verde 166 176 171 171
Azul 167 177 171 171

Ensaio Cor original
Vermelho 220 222 214 220
C5 Verde 179 184 171 179
Azul 179 185 172 179

Ensaio Cor original
Vermelho 230 232 221 230
C6 Verde 205 207 191 205
Azul 210 212 198 210

Ensaio Cor original
Vermelho 232 231 225 231
Cc7 Verde 207 203 196 203
Azul 212 208 199 208

Ensaio Cor original
Vermelho 240 235 243 240
C8 Verde 222 216 225 222
Azul 227 221 227 227

Ensaio Cor original

Vermelho 239 241 240 240
C9 Verde 223 225 221 223
Azul 232 232 229 232

Ensaio Cor original
Vermelho 240 232 236 236
C10 Verde 228 218 223 223
Azul 235 224 231 231
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Ensaio

Cor Real

Cor virtual

Figura 3.16 — Palete de cor obtida para as varias concentracdes

3.4.2. Seletividade
A seletividade de um sensor relativamente ao composto para o qual foi “criado” é
uma das caracteristicas mais importantes do ponto de vista analitico. Para esse fim os
sensores foram colocados em contacto com outros antibidticos utilizados em

aquacultura.
Os antibidticos escolhidos foram sulfatiazol, sulfametoxazol, tetraciclina e

difloxacina para uma concentracdo de 1x107° M.

> -

Figura 3.17 — Fotografia do ensaio de seletividade para os varios antibiéticos
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Antibioticos C=1x10 7> M

oo . Sulfamet . . .
Sulfadiazina Sulfatiazol | Tetraciclina Difloxacina
Xazo

Cor Real
Cor Virtual incolor incolor

Figura 3.18— Palete de cores obtidas para os varios antibioticos

Como se pode verificar nas figuras 3.17 e 3.18 s6 se obtém precipitado quando em
contacto com a SDZ, o sensor quando em contato com o STZ também reage passado
a solucdo inicial de incolor a rosa, em relagcdo aos restantes antibioticos néo se verifica
qualquer reacdo. Podemos dizer que o sensor sO reage com a SDZ e com STZ e néo
com o SMZ porque o a&tomo de azoto aqui esté ligado a um atomo de oxigénio, o que
podera impedir a reacdo entre 0 azoto e o cobre.

3.4.3. Estabilidade

Estudou-se a estabilidade do sensor quando armazenado a temperatura ambiente
durante um periodo de 15 dias e quando armazenado em agua destilada no frigorifico

durante o mesmo periodo de tempo.

Incolor Incolor Incolor

Figura 3.19- Estabilidade do sensor quando armazenado a Tambiente e no frigorifico

Quando se mergulhou o sensor na solugdo de SDZ verificou-se que o sensor
armazenado em agua destilada no frigorifico, estava inativo, ndo ocorrendo a reagéo
desejada entre o cobre do sensor e a SDZ, como se pode verificar na figura 3.19 a
solugdo continuou incolor ap6s adicdo do sensor. No que diz respeito ao sensor
armazenado a temperatura ambiente durante quinze dias verificou-se que reacdo € um
pouco mais lente do que ocorre quando o sensor € feito e utilizado no mesmo dia,

contudo como se verifica na figura anteriormente o sensor responde da mesma forma
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tanto quando elaborado e utilizado no mesmo dia como quando armazenado a

temperatura ambiente.

3.4.4. Aplicabilidade

O sensor foi testado numa escala real, ou seja, utilizado para despistar os niveis de
SDZ presentes em aguas de aquacultura. Tendo em conta que as aguas de
aquacultura sdo as amostras ambientais mais propicias a existéncia de antibiéticos,
este sensor pode também ser usado no despiste de antibidticos em adguas ambientais
de outras origens, como aguas provenientes de rios, pogos, lagos, entre outros. Os
sensores foram testados numa amostra dopada com SDZ com as seguintes
concentracdes, a 3x10°, 8x10“, 7x10* M. Os resultados foram registados em
fotografia como mostra a figura 3.20.

Figura 3.20 — Resultados obtidos numa agua dopada
Para identificar a concentracdo de SDZ presente na dgua dopado os ensaios foram

alinhados os outros tubos de ensaio com a gama de linearidade em estudo, como

mostra a figura 3.21.
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Figura 3.21 - Resultados obtidos da gama de linearidade e os ensaios da agua dopada

De seguida os resultados foram registados por fotografia e como foi mencionado
anteriormente com o auxilio do programa “paint” obteve-se a seguinte palete onde se
pode comparar as cores dos ensaios obtidos anteriormente e a cor obtida na agua
dopada, concluindo que as concentracdes dos ensaios Aca, Acb e Acc séo

respetivamente 3x103, 9x10™ e 6x10™ M.

Ensaio Cl
Cor Real

Cor

virtual

Figura 3.22 - Palete de gama de linearidade com os resultados de agua dopada.

Posteriormente, com o intuito de obter uma curva de calibracdo fez-se varios testes
onde se variou os pontos de leitura e os modelos, concluiu-se que o mais adequado &
estabelecer a leitura da cor na interface entre o liquido e o ar, como mostra a figura
3.20.

A relacdo é linear para todas as concentracdes testadas , sendo Y, R+G+B, ou
seja, a soma das 3 coordenadas e X o logaritmo da concentracdo, os erros das
amostras sdo minimos uma vez que € inferior a 10%, mesmo para as amostras de

menor concentra(;ao.
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Tabela 3.4 — Coordenadas de cor das imagens dos sensores em agua dopada obtidas por

fotografia.
. _ Amostra o
Ensaio| C (M) Cor virtual — Cor original
1 2 3 4 5 6 Media
Vermelho 114 114 128 | 121 117 | 114 | 115,5
Verde 74 70 85 76 78 72 75,0
3 Azul 82 78 99 84 89 83 83,5
Aca | 3x10 -
Tonalidade 232 233 227 | 233 | 229 | 230 | 230,7
Saturacao 51 57 48 55 48 54 52,2
Luminosidade | 88 87 100 93 92 88 91,3
Vermelho 162 153 153 | 158 158 | 153 | 155,5
Verde 131 123 123 | 132 133 | 122 | 127,0
_4 Azul 135 123 122 | 134 | 135 | 120 | 128,55
Acb | 9x10 -
Tonalidade 235 0 1 237 237 2 118,7
Saturacao 34 31 32 28 27 33 30,8
Luminosidade | 148 130 129 136 137 | 128 | 134,7
Vermelho 154 145 151 | 161 153 | 150 | 152,0
Verde 142 131 133 | 150 | 138 | 135 | 136,5
_4 Azul 144 131 134 | 152 142 | 136 | 139,0
Acc | 7x10 X
Tonalidade 233 0 237 | 233 | 229 | 238 | 195,0
Saturacao 12 14 15 13 16 29 16,5
Luminosidade | 139 130 132 | 146 137 | 143 | 137,8

SOLUCOES PADRAO

AMOSTRAS [sDZ]mol/L Erro

3.0x107?
X CALIBRACAO 3.0x10°3 0.01 %

9.0x10*
o 8.6x10* -4.72 %
]
ez N oy
7.4x10" +5.37%

-3.00 -2.50 . Tedrico  Experimental
Log(SDZ, mol/L)

Figura 3.23 - Curva de calibracdo
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4.Conclusdes e Sugestdes para Trabalho Futuro

No que diz respeito aos ensaios em solu¢do aquosa, foi possivel constatar que a
espécie capaz de formar de produtos corados na presenca de SDZ foi o cobre Il
(Cu?"). Quanto ao agente complexante organico concluiu-se que ndo era necessario o
Seu uso, uma vez que o cobre reage diretamente com a SDZ originando o complexo
ternario de cobre 1.

A modificacdo quimica do papel de celulose produziu uma camada aminada
externa sobre a superficie sélida, senda esta camada capaz de se ligar as espécies
metélicas carregadas positivamente. Para a adsorcdo de Cu ?* ao papel quimicamente
modificado, criou-se uma camada de quitosano sobre o papel. A otimizacao deste
processo permitiu obter um intervalo de detecéo de 5 x10° a 5 x10™ M.

A resposta de sensor a outros antibiéticos é a pretendida, uma vez que reage de
diferente maneira para cada antibiético, mesmo dentro da mesma familia de
antibiéticos, o que se conclui que o sensor é seletivo.

No que diz respeito a estabilidade podemos dizer que o sensor é estavel pelo
menos durante um periodo de 1 més.

Em relacdo & curva de calibragdo apds varios estudos conclui-se que se trata de
uma relacdo linear para todas as concentragbes testadas, com Y a soma das 3
coordenadas e X o logaritmo da concentracao, verificou-se que os erros das amostras
sdo minimos, uma vez que € inferior a 10%, mesmo para as amostras de menor
concentracao.

O sensor produzido ofereceu caracteristicas muito vantajosas para a sua aplicacdo
local na monitorizacdo de antibidticos em aguas de aquacultura, visto que, basta
colocar o sensor num frasco de eppendorf adicionar 2ml da amostra em anélise, agitar
e ver o resultado.

Contudo necessita de avaliagdes mais extensas do ponto de vista da sua aplicacao

pratica.
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Figura B.1 — Espetro de absorvancia de acrilamida, desta com o cobre e com a SDZ
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Figura B.3 — Espetro de absorvancia de tris(hidroximetil)Jaminometano, deste com o cobre e

com a SDZ
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Figura B.4 — Espetro de absorvancia de EDTA, deste com o cobre e com a SDZ
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Figura B.5 — Espetro de absorvancia de cloreto de aménio, deste com o cobre e com a SDZ
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Figura B.6 — Espetro de absorvancia de cloridrato de trietanolamina, desta com o cobre e
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Figura B.7 — Espetro de absorvancia de acetato de aménio, deste com o cobre e com SDZ
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Anexo C.
Procedimentos de modificacdo quimica do papel
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Figura C.1 — Espetro do papel sem modificacdo quimica
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Figura C.2 — Espetro do papel modificado a temperatura ambiente ao fim de 30 e 60 min
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Figura C.3 — Espetro do papel modificado a temperatura ambiente ao fim de 120 e 240 min
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Figura C.4 — Espetro do papel modificado a temperatura ambiente ao fim de 300 e 360 min
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Figura C.6 — Espetro do papel modificado a temperatura ambiente
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Figura C.8 — Espetro do papel modificado a temperatura de 40 °C ao fim de 3 h
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Figura C.10 - Espetro do papel modificado a temperatura de 40 °C
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Figura C.11 — Espetro do papel modificado a temperatura de 60 °C ao fimde 1, 2 e 3h
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Figura C.12 — Espetro do papel modificado a temperatura de 80 °C ao fim de 1, 2h

Desenvolvimento de sensores colorimétricos para despiste de antibidticos 59




1T880_3

m3‘2—:
mau—f
mz‘s—f
mz‘s—f
102‘4—5

10224

% Transmittance

1711 54

373198

mz‘n—f
101‘85
mns—i
mm—f

o124

4000 3800 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

a00

Figura C.13 — Espetro do papel modificado a temperatura de 80 °C ao fim de 3h

% Transmittance % Transmittance

Y% Transmittance

103.0 1 TB80_1
1025+

10204

2132.30

E

o

I
373362

2132.34
151447

170712

=
w©
[T
o3
-
=]

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wyavenurmbers (cm-1]

500

Figura C.14 — Espetro do papel modificado a temperatura de 80 °C
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Anexo D.
Curva de Calibracéo
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Tabela D.1 - coordenadas RGB das solucdes padrdo e o respetivo logaritmo da

concentragao
C (M) R G B R+G+B LogC
5,00E-03 97,0 61,0 64,5 222,50 -2,30
4,00E-03 101,5 68,5 77,0 247,00 -2,40
3,00E-03 113,0 78,0 86,0 277,00 -2,52
2,00E-03 130,5 88,5 85,5 304,50 -2,70
1,00E-03 150,5 116,0 118,0 384,50 -3,00
9,00E-04 154,0 126,5 121,5 402,00 -3,05
8,00E-04 153,5 129,5 128,5 411,50 -3,10
7,00E-04 156,0 146,0 146,5 448,50 -3,15
6,00E-04 158,5 147,5 148,5 454,50 -3,22
5,00E-04 161,5 156,5 154.,5 472,50 -3,30
Tabela D.2 — coordenadas RGB da agua dopada
C(M) R G B R+G+B LogC
3,00E-03 115,5 75,0 83,5 274,00 -2,52
9,00E-04 155,5 127,0 128,5 411,00 -3,05
7,00E-04 152,0 136,5 139,0 427,50 -3,15
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Figura D.1 — curva de calibracéo
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Tabela D. 3 — Analise do erro cometido

Log(C exp) | ConcExp ConcTeo Erro
-2,52 2,998E-03 3,00E-03 -0,08
-3,07 8,58E-04 9,00E-04 -4,72
-3,13 7,38E-04 7,00E-04 5,37
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