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RESUMO

MEDEIROS, Hiasmyne Silva de, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2016. Uso de sensor de polidiacetileno para detec¢cao de contaminantes
quimicos e microbiolégicos em agua potabilizada para consumo humano.
Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadoras: Nilda de Fatima Ferreira
Soares e Ana Clarissa dos Santos Pires.

A demanda por agua de boa qualidade tem-se acentuado muito nos ultimos
anos, devido ao crescimento populacional. Muitos contaminantes levantam uma
preocupagao consideravel tanto nos aspectos toxicologicos, fisico-quimicos e
microbioldgicos, especialmente quando estdo acima dos valores de referéncia
baseados em saude humana. O desenvolvimento de sensores utilizando
polimeros conjugados eficientes como matrizes de sensoriamento tem recebido
atencdo consideravel nas ultimas décadas. Especialmente, os sensores de
Polidiacetilenos para a deteccdo de espécies biologicamente e quimicamente
importantes tém sido intensamente investigadas devido a sua resposta quanto a
mudancga das propriedades colorimétricas. Para caracterizar uma agua potavel,
sdo determinados diversos parametros, o0s quais representam as suas
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas. Esses parametros s&o indicadores
da qualidade da agua e constituem impurezas quando alcangam valores
superiores aos estabelecidos para determinado uso. Por isso, este estudo
objetivou utilizar diferentes vesiculas de polidiacetileno para avaliar a qualidade
quimica e microbioldgica da agua para consumo humano, bem como otimizagao
das condi¢cbes de sensibilidade a mudanga de cor dos sensores colorimétricos.
Foram produzidas trés tipos de vesiculas diferentes: a de 10,12-acido
pentacosadindico (PCDA), de 10,12-acido tricosadindico (TRCDA) e com os dois
PDAs (TRCDA+PCDA) e submetidas a diferentes condigdes termodinédmicas
como mudangas no pH, temperatura e forca ibnica. Em cada condicdo foi
avaliado tamanho, resposta colorimétrica e potencial zeta de cada suspensao
vesicular. A presenca de NaCl, a mudanca de temperatura e pH resultaram na
transicao colorimétrica das vesiculas polidiacetilénicas, sendo que a
sensibilidade e a porcentagem da resposta colorimétrica foram dependentes da
composicdo das suspensdes vesiculares e da condicdo termodinamica

estudada. Os tratamentos controles permaneceram na cor azul ndo havendo



transicao colorimétrica mostrando que as mudancas colorimétricas que ocorrem
durante os estudos foram causadas pela mudanga termodinamica do meio. Com
base nos resultados, pode-se concluir que os valores de pH 7 temperatura de
40 °C e a concentracédo de 50 mmol-L'de NaCl sdo as condi¢des limites que
antecedema a transigao colorimétrica do azul para o vermelho para todas as
vesiculas e por isso foram utilizados no estudado posterior para identificacao de
trihalometanos (THMs) em agua potavel, afim de facilitar a mudanga de cor. A
presenga do triclorometano (TCM), diclorobromometano (DCBM) e
dibrocloromometano (DBCM) provocaram a transi¢ao colorimétrica das vesiculas
polidiacetilénicas, sendo a interagdo entre os THMs foi dependente da
composi¢cao das vesiculas. Estes resultados apontam a potencialidade do uso
destas nanoestruturas como sensores para identificagdo de THM em agua para
consumo humano. A vesicula de TRCDA+PCDA conseguiu identificar trés dos
quartos THMs estudados. O bromoférmio foi o unico THM que nao teve resposta
colorimétrica para nenhum dos sensores testados. Para o estudo dos micro-
organismos a suspensao de vesicula TRCDA+PCDA obteve uma RC maior para
Escherichia fergusonii do que para Enterococcus faecium, havendo transi¢ao
colorimétrica apenas para primeira bactéria, com o tempo de 12 h de incubacéo
a 35 °C, em todas as concentragbes estudadas. Os sensores em gel Agar
também o apresentaram mudancga da cor verde para vermelho na presenca de
E. fergusonii com um tempo minimo de 8 h e ndo mudou de cor para o micro-
organismo E. faecium durante 22 h de incubacgéo a 35 °C. Este trabalho auxiliou
no entendimento do comportamento do processo associado a transicao
colorimétrica das vesiculas e, além disso, serviu de base para aplicagdo das
vesiculas como sensores ou biossensores colorimétricos para controle e

avaliagao de agua para consumo.



ABSTRACT

MEDEIRQOS, Hiasmyne Silva, D.Sc. Federal University of Vicosa, October, 2016.
Polidiacetileno sensor used for detecting chemical and microbiological
contaminants in drinking potable water. Adviser: Nelio José de Andrade Co-
advisers: Nilda de Fatima Ferreira Soares and Ana Clarissa dos Santos Pires.

The demand for good quality water has been accentuated in recent years due to
population growth. Many contaminants pose a considerable concern both in
toxicology, physical, chemical and microbiological aspects, especially when they are
above the reference values based on human health. The development of sensors
using efficient conjugated polymers as sensing arrays has received considerable
attention in recent decades. Especially, the PDA sensors to detect chemically and
biologically important species have been intensively investigated due to their answer
as to change the colorimetric properties. To characterize a drinking water are
determined various parameters, which represent its physical, chemical and biological.
These parameters are water quality indicators and are impurities when they reach
values higher than those established for a particular use. Therefore, this study aimed
to use different vesicles polidiacetileno to evaluate the chemical and microbiological
quality of water for human consumption as well as the optimization of the sensitivity
of conditions the color change of the colorimetric sensors. Three different vesicles
were produced: the PCDA of TRCDA and the two PDA (TRCDA + PCDA) and under
different thermodynamic conditions such as changes in pH, temperature and ionic
strength. In each condition was evaluated size, colorimetric response and zeta
potential of each vesicle suspension. The presence of NaCl, the change of
temperature and pH resulted in the colorimetric transition from polidiacetilénicas
vesicles, and the sensitivity and Percentage RC were dependent on the composition
of the vesicle suspensions and thermodynamic condition studied. Treatments
controls remained blue in color with no showing that the colorimetric transition
colorimetric changes occurring during the study were caused by the thermodynamic
medium change. Based on the results, it can be concluded that pH 7 Temperature
40° C and concentration of 50 mmol-L" of NaCl are the boundary conditions that
antecedema colorimetric transition from blue to red for all vesicles and They were

used in this study for subsequent identification of trihalomethanes in drinking water,
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in order to facilitate the color change. The presence of TCM, DCBM and DBCM
caused the colorimetric transition from polidiacetilénicas vesicles, and the interaction
between THMs was dependent on the composition of the vesicles. These results
indicate the potential use of these nanostructures as sensors for identification THM in
drinking water. The vesicle TRCDA + PCDA was able to identify three of THMs the
4th studied. The bromoform was the only THM colorimetric response that was not
tested for any of the sensors. For the study of microorganisms vesicle suspension
TRCDA + PCDA obtained a CR higher for Escherichia fergusonii than for
Enterococcus faecium, having colorimetric transition only for first bacterium, over
time 12 h incubation at 35 °C in all concentrations studied. Agar gel Sensors also
obtained green to red color change in the presence of E. fergusonii with a minimum
time of 8 h and has not changed color to E. faecium microorganism during 22 h
incubation at 35 °C. This work has helped in understanding of the process behavior
associated with the colorimetric transition of vesicles and further provides the basis
for application of the vesicles as colorimetric sensors or biosensors for control and

evaluation of drinking water.
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INTRODUGAO GERAL

Recentemente, novos métodos sédo estudados com o objetivo de permitir a
identificacdo simples e rapida de contaminantes quimicos e microbioldgicos em
agua ou em alimentos. Dentre eles, desenvolvimento de sensores que se podem
apresentar de diversas formas, vem chamando atengéo.

As vesiculas de polidiacetileno (PDA) mostraram transicbes cromogénicas
em respostas a estimulos externos, tipicamente convertendo o polimero da cor
azul para a vermelha. Devido as propriedades emissivas e a reposta ambiental
cromica, compostos como PDA, tém sido particularmente atrativos para aplicacéo
em biossensores, permitindo investigar variagdes ambientais tais como: mudancga
de pH, detectar a presenga de compostos quimicos, mudangas térmicas, estresse
mecanico, além de presencga de micro-organismos.

Pesquisas tém demonstrado a diversidade de moléculas que podem ser
incorporadas em nanoestruturas auto-organizadas de PDA para atuarem como
moléculas receptoras de moléculas alvo, permitindo uma identificacdo simples e
rapida de compostos de interesse. Dessa forma, o uso de sensores
colorimétricos, como as vesiculas de PDA, torna-se uma alternativa as técnicas

convencionais, como cromatografia, contagem padréo em placa e outras.

A agua contém, geralmente, diversos componentes, os quais provém do
proprio ambiente natural ou foram introduzidos a partir de atividades humanas,
como por exemplo a agricultura e industrializacdo. Para caracterizar uma agua
potavel, sdo determinados diversos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, que
sdo indicadores de qualidade da agua e constituem impréprios quando alcangam

valores superiores aos estabelecidos para determinado uso.

Por isso, o uso de sensores colorimétricos pode ser uma alternativa
simples, pratica e rapida para deteccdo de compostos e micro-organismos em
agua potabilizada para consumo humano, avaliando sua qualidade fisico-quimica

e microbioldgica.



CAPITULO 1

SENSORES DE POLIDIACETILENO E OS CONTAMINATES QUIMICOS E
MICROBIOLOGICOS DA AGUA POTAVEL: UMA REVISAO

1. INTRODUCAO

As vesiculas de polidiacetileno (PDA) mostraram transi¢ées cromogénicas
em respostas a estimulos externos, tipicamente convertendo o polimero da cor
azul para a vermelha. Devido as propriedades emissivas e a reposta ambiental
crbmica, compostos como polidiacetileno tém sido particularmente atrativos para
aplicagao em biossensores, permitindo investigar variagbes ambientais tais como:
mudanca de pH, detectar a presenca de compostos quimicos, mudancas
térmicas, estresse mecanico, além de presenga de micro-organismos.

Estudos vém mostrando uma variedade de moléculas que podem ser
incorporadas em nanoestruturas auto-organizadas de PDA para atuarem como
sensores, permitindo uma identificagdo simples e rapida de compostos de
interesse. Dessa forma, o uso de sensores colorimétricos, como as vesiculas de
PDA, torna-se uma alternativa as técnicas convencionais, como cromatografia,

contagem padrao em placa e outras.

2. OBJETIVO

Realizar um estudo bibliografico sobre o uso de vesiculas de polidiacetilenos,
como sensores colorimétricos e sobre os principais contaminantes na agua para

consumo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biossensores Colorimétricos

Um sensor € definido como um dispositivo usado para detectar, localizar e
quantificar a energia ou matéria, produzindo um sinal para a detecgdo ou medigéo

de uma propriedade fisica ou quimica para a qual o dispositivo responde. Para se



qualificar como um sensor, um dispositivo deve fornecer um sinal continuo. A
maioria dos sensores pode conter duas unidades funcionais basicas: um receptor e
um transdutor. No receptor fisico ou quimico a informacao é transformada em uma
forma de energia que pode ser medida pelo transdutor. O transdutor € um dispositivo
capaz de transformar a energia quimica ou fisica que transporta as informagdes
sobre o produto em um sinal analitico (KERRY et al., 2006).

Assim, o desenvolvimento de melhores métodos para determinar a qualidade
dos alimentos é extremamente importante para os fabricantes de alimentos, bem
como para o consumidor, proporcionando segurancga alimentar.

Segundo Yam et al. (2005), os biossensores sao dispositivos compactos
analiticos que detectam, registram e transmitem informagdes relativas em resposta
as reacgodes bioldgicas. Os biossensores consistem de um biorreceptor com fungao
especifica para analisar e um transdutor para converter os sinais bioldgicos
quantificaveis dando resposta elétrica. Biorreceptores sdo materiais organicos tais
como enzimas, antigenos, anticorpos, micro-organismos, hormoénios e acidos
nucleicos. Os transdutores podem ser eletroquimicos, 6éticos, calorimétricos, entre
outros e sao dependentes do sistema.

Devido a esta seletividade, os biossensores oferecem a oportunidade de
desenvolver dispositivos altamente especificos para um tempo real de analise em
uma mistura complexa, sem a necessidade de pré-tratamento extensivo nas
amostras ou grande volume de amostras. Ainda possui uma alta sensitividade,
rapidez, reprodugdo e ferramentas analiticas de facil operagdo (GARCIA e
MOTTRAN, 2003).

Biossensores vém sendo pesquisados visando identificar reacoes especificas,
que normalmente acontecem na natureza. Estas interagbes podem ocorrer de varias
formas entre enzima e substrato, entre receptor e ligante e entre antigeno e
anticorpo. Todas estas formas podem ser incorporadas na estrutura dos
biossensores (OKADA et al., 1998).

3.2. Biossensores a base de Polidiacetileno (PDA)
Um componente que vem sendo estudado para aplicacdo em biossensores &

o polidiacetileno (PDA) que apresenta caracteristica propria de transicao otica
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(OKADA et al., 1998). O PDA é um polimero anfifilico composto por uma parte
polar, cujo grupo funcional € o acido carboxilico e uma cauda apolar alquila. Os
compostos 10,12-acido tricosadinoico (TRCDA) e 10,12-acido pentacosadindico
(PCDA) sao exemplos de polidiacetileno (JAWOSKI et al., 2011; LEE et al., 2011).

O PDA é formado pela adigdo de 1,4 de mondmeros de diacetileno
(Figura 1), que quando irradiados com raios ultravioletas formam polimeros
conjugados com alternacdo ene-ino em sua estrutura carbbnica, sendo que nao é
necessaria a adicdo de catalisadores ou inibidores para acarretar essa
polimerizagao. Essa polimerizagdo da cadeia do diacetileno é fortemente afetada por
interagbes aromaticas, cadeias de hidrogénio, e intera¢gdes hidrofobicas

especialmente entre grupos funcionais adjacentes (LEE et al., 2011).
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Figura 1. Polimerizagdo de monémeros de diacetileno iniciada pela radiagao UV
Fonte: OKADA et al., 1998.

Os biossensores de PDA exibem absorbancia acentuada nos picos de 640
nm ou 540 nm (Figura 2) resultando na forma n&o fluorescente azul e na forma
fluorescente vermelha, respectivamente (WUT et al, 2011). A transi¢ao
espectrofotométrica, ou a transicdo colorimétrica azul-vermelho, muitas vezes é
visivel e tem sido explorada em diversos estudos para detec¢cdo de diversas
alteracdes no sistema (OKADA et al., 1998; SHIN et al., 2015; SUN et al., 2010).
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Figura 2. Espectros de absorgao UV-Vis dos PDAs nos picos de 640 nm ou 540 nm.

Os PDAs sao capazes de se auto-organizarem como filmes de languimir
(Figura 3a), ou na forma de vesiculas (Figura 3b) (PAN et al., 2011), dependendo
das condigcdes ambientais submetidas. Vesiculas sao estruturas em bicamadas,
formadas por moléculas anfifilicas. Se estas estruturas sdo formadas por moléculas
de fosfolipidios sédo, entdo, chamadas de lipossomas (SEGOTA e TEZAK, 2006).

Moléculas anfifilicas que ndo se organizam em estruturas compactas, como
as micelas, geralmente se associam para formar vesiculas ou bicamadas planas.
Elas ocorrem por meio de um processo de auto-agregagao molecular ou ao nivel de
escala nanomeétrica com uma grande variedade estrutural e diversas propriedades,
proporcionando um ambiente reativo para as reagdes quimicas (GIOKAS and
VLESSIDIS, 2011).

Essas moléculas, em geral, possuem pequenos grupos hidrofilicos e grupos
hidrofébicos grandes e volumosos que impedem a formagédo de micelas. Portanto
nao exibem a forma de uma esfera soélida, mas sim a forma de uma esfera que
contém um compartimento aquoso no interior da bicamada lipidica (SU et al., 2004).
Sua alta versatilidade e reconhecida utilidade em varias aplicagdes provocaram um
esforco cientifico interdisciplinar sobre a sua formacao, caracterizagdo e potenciais
aplicagdes com resultados importantes (GIOKAS and VLESSIDIS, 2011).
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Figura 3. Formas de organizagcédo do polimero polidiacetileno: (a) Filme ultrafino em

suporte solido e (b) Vesicula em solugao.
Fonte: PIRES, 2010.

A estabilidade destes agregados é governada pelas forgas de interagdo entre
os monémeros de diacetileno posicionados no interior da membrana, incluindo as
forcas de Van der Waals e forcas de estabilizacdo estérica. As forgcas de atracao
entre as cadeias hidrofébicas e as forgas repulsivas entre os grupos de cabeca
hidrofilica irdo determinar a geometria, o tamanho e a estabilidade das vesiculas.
(KIM et al., 2005).

Contudo, Kim et al. (2008) demonstraram que essas vesiculas de PDA podem
ser embebidas em filmes poliméricos e serem prontamente obtidos em solugdes
secas de polivinil-alcool (PVA), proporcionando maior estabilidade.

Da mesma forma, as bicamadas planas sdo camadas monomoleculares com
espessura de uma unica molécula constituidas de polidiacetilenos conhecidas como
filmes de langmuir, e sdo obtidas espalhando-se uma pequena quantidade de um
material, em geral, anfipatico que contém parte hidrofilica e parte hidrofébica sobre
uma superficie aquosa muito limpa. Este material é inicialmente dissolvido num
solvente volatil, que se evapora apds a solugdo ser espalhada sobre a agua. A
camada monomolecular, insoluvel, € comprimida por barreiras moveis, promovendo
a organizacao das moléculas e formagdo de uma monocamada molecular na forma
de um filme altamente orientado no estado condensado (GAINES JR., 2006).

Tanto o filme de polidiacetieno (PDA) quanto a vesicula apresentam

coloragdao azul, que pode se tornar vermelha em fungdo de alteragbes em sua
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estrutura, ocasionada por varios fatores externos, como a variagao da temperatura, o
efeito de estresse mecanico, a adigdo de solventes organicos, algumas perturbagdes
interfaciais, a variagdo do pH, entre outros (JAWOSKI et al., 2011). Por exemplo,
pela incorporacao de fosfolipidios como o dimiristoil-fosfatidil-colina (DMPC), como a
esfingomielina (ES) e como o colesterol (CO) no conteudo da vesicula, os quais
amplificam o sinal do sensor levando a mudanga cromatica (SU et al., 2004).
Medeiros (2011) avaliou o comportamento de vesiculas contendo PCDA, com
e sem a adicao de diferentes fosfolipidios como o CO, ES e o DMPC na presencga de
triclorometano (TCM) em agua potavel. Para avaliar sua sensibilidade foram
preparadas solugdes contendo 100 pg-L™", 1000 pg-L™" e 10000 ug-L™ de TCM em
agua deionizada. Dos tratamentos testados, notou-se que a vesicula em pH 5,0,
temperatura de 35 °C foi o que obteve a maior resposta colorimétrica na solugdo
contendo 100 pg-L ™" de TCM que é o valor maximo permitido pela Portaria n° 2914
de 2011 do Ministério da Saude. Os resultados mostram que a suspensao de
vesicula avaliada apresenta potencial para indicar a presenga de TCM em agua com

concentragcdes proximas aquelas exigidas pela legislacao brasileira.

O 10,12-acido tricosadindico (TRCDA ou TCDA) também produz polimeros
conjugados que tém atraido grande atencdo. Sua principal caracteristica € que
apresenta propriedades de cor (MA et al., 2002). O polidiacetileno é formado por
adicdo de mondmeros de diacetileno alinhados induzidas por radiagao ultravioleta.

Acredita-se que o mecanismo molecular de transigcao de cor ocorre através da
mudanca estrutural induzida pelo estresse da espinha dorsal do polimero conjugado.
As caracteristicas estruturais da TRCDA, isto €, a cauda hidrofobica (grupo metil) e
um grupo polar hidrofilico (carboxilato) resultam na formacdo de agregados de
vesiculas, em solugdes aquosas (REPPY E PINDZOLA., 2007;. Chen et al., 2011).
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Figura 4. Estruturas do TRCDA e PCDA, respectivamente. Fonte: Boullanger 2008.

O TRCDA pode virar de azul para vermelho quando exposto ao calor,
estresse mecanico, alteragcdo do pH, ou ligacdo a agentes biolégicos. Amplos
estudos com diacetilenos polimerizados foram realizados em vesiculas. As
propriedades 6pticas de transi¢gdes de cores de PDA sdo adequadas para muitas
aplicacoes em dispositivos opticos e biossensores (Su et al., 2004, Su et al., 2005).
As experiéncias descritas na literatura tém mostrado varias alternativas para
detecgdo colorimétrica de proteinas, acidos nucleicos e de micro-organismos, todos
através da sua interagdo com as unidades de receptores especificos na superficie
das vesiculas TRCDA.

Em seus trabalhos, Rangin e Basu (2004) e Oeste et al. (2013)
demonstraram o reconhecimento colorimétrico de lipolissacarideos de diferentes
bactérias usando TRCDA derivatizado com L-triptofano. Estes trabalhos mostram a
possivel aplicagao deste receptor na interagcdo com bactérias.

A utilizacdo de materiais a base de TRCDA para a producio de biossensores
€ desafiadora por serem muito sensiveis as condicbes ambientais, tais como os
ions, a pressao osmoética, mudangas de temperatura, solventes e do pH (REPPY e
PINDZOLA, 2007). Com uma cadeia lateral mais curta o TRCDA produz interagdes
de dispersdo fracas inter e intra-cadeia nas bicamadas em comparagdo com o
sistema de poli (PCDA), que por sua vez resulta numa transigdo de cor mais rapida
apo6s exposigcao aos estimulos (CHAROENTHAI et al., 2011).

Villalobos et al.(2012) apresentaram varios ensaios experimentais utilizando
vesiculas de TRCDA / DMPC que levaram a uma melhor resposta na deteccao de
E. coli e S. Typhimurium em agua potavel. Eles determinaram uma concentragao

bacteriana minima necessaria para produzir a transicdo do azul ao vermelho de 108
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UFC-mL™" no prazo de 4 h, sendo mais rapido do que os métodos tradicionais, tais
como NMP ou placa de contagem de Agar.

No estudo, realizado por Pattanatornchai et al. (2013) utilizaram o etanol
como um estimulo na transi¢do de cor de vesiculas com diferentes poliacetilenos e
verificou uma maior facilidade de transicdo do azul para o vermelho nas de TRCDA
em comparagao das de PCDA devido a uma menor interagdo entre a camadas

interna das vesiculas, devido a reducao da cadeia alquilo hidrofébico.

3.3. Mecanismo de transig¢ao colorimétrica

O mecanismo de transicdo colorimétrica do azul para vermelho e sua
correspondente fluorescéncia ainda ndo € bem conhecida. Inicialmente a transigao
de cor do PDAs de azul para vermelho foi hipoteticamente devido a correspondente
transicdo estrutural da cadeia carbdnica do PDA da forma eno-ino para a forma
butatrieno. Entretanto, essa teoria ndo teve o suporte de resultados experimentais.
Um mecanismo aceito € que a mudanga de cor € relacionada a mudanga de
conformacao da cadeia carbdnica do PDA da forma planar para a n&do planar quando
submetido a um estimulo externo, e a conformagdo da cadeia lateral também
desempenha um papel importante na mudanga da cadeia carbdnica eno-ino (CHEN
et al., 2012).

No caso de uma ligacao viral, um efeito invasor pode ser induzido pela
natureza multivalente do virus, produzindo uma mudanga de grande escala na
conformacdo da cadeia lateral polimérica em consequéncia da ligagdo do virus a
diferentes sitios de ligagdo. A mudancga conformacional da cadeia lateral polimérica

leva diretamente a mudanca de cor (CHEN et al., 2012).

n

Figura 5. Mudanga estrutural PDA proposto resultando na transigao do azul-

vermelho: mudancga de estrutura conjugada eno-ino com uma estrutura butatriene.



Outro mecanismo de mudanga de cor consiste em que algumas membranas
lipidicas polidiacetilénicas incorporadas com gangliosidios para detecgao de toxina
causadora da colera, enterotoxina produzida por E. coli e neurotoxina botulinica
levam a mudancga conformacional, que pode ser atribuida ao encurtamento do
comprimento da conjugagdo do deslocalisador do sistema 11 elétron ao longo da
cadeia polimérica, acarretando em uma mudanga conformacional no arranjo da
cadeia lateral (CHEN et al., 2012).

De forma geral a mudanca de conformagdo molecular, tal como um
empacotamento, ordenagao e orientagcao da cadeia lateral, causam um estresse na
cadeia polimérica que altera sua conformacido, assim a mudanca do estado

eletrénico e a sua absorgao 6tica correspondente (SU et al., 2004).

O termocromismo, isto é a transicdo colorimétrica induzida pelo aumento da
temperatura, € uma das areas mais estudadas para filmes e vesiculas de PDA.
Oliveira et al. (2012) avaliaram esses dois parametros em vesiculas formadas por
PCDA e dirimistoilfosfatidilcolina. Em temperaturas de refrigeracdo, 5 °C e 12 °C,
nao foi observado transigdo de cor, tampouco formagao de agregados por 60 dias de
armazenamento. Entretanto, a estocagem em temperaturas ambientes de 20 °C e 25
°C, por 60 dias, reduziu pela metade a intensidade da coloragao azul. Essa redugao
de intensidade da cor azul foi atribuida a formacado de agregados, devido a menor
estabilidade dessas particulas em temperaturas ambientes. Ja em temperaturas
elevadas (30 °C, 60 °C e 90 °C) proveniente de aquecimento por 10 min, a transi¢ao
de cor foi observada. Os autores verificaram aumento na intensidade da coloragao
vermelho correspondente ao comprimento de onda a 540 nm. Essa transi¢ao de cor
foi irreversivel, e a resposta colorimétrica foi maior e linear em relagdo ao aumento

da temperatura.

No mesmo estudo, também avaliaram a mudanca colorimétrica devido a
variagcdo do pH. Em pH menor que 4,0 foi observado formacdo de agregados e
turbidez no meio, o que levou também a reducdo na intensidade da cor azul.
Camilloto (2012) observou o mesmo resultado em vesicula de PCDA em pH 2,0
observando a floculagdo da vesicula. Este resultado pdde ser explicado pelo
deslocamento do equilibrio de ionizagdo dos grupos carboxilico presentes na

superficie da vesicula, favorecendo a formacdo de vesiculas com grupos
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carboxilicos n&o ionizados, o que neutraliza a superficie vesicular. Esta
neutralizacdo rompe a repulsao eletrostatica entre as nanoestruturas o que permite a
aproximacao e agregag¢ao das mesmas com formagao de grandes flocos (Oliveira et
al. 2012).

Pesquisas envolvendo o efeito das modificagbes estruturais na resposta
colorimétrica a outros estimulos, como pH, ions, solventes e outros produtos
quimicos vém chamando a atencdo. O pH afeta a formagao das ligacées de H
presentes na parte hidrofiica do PDA e as estruturas auto-organizadas das
moléculas anfifilicas de PDA sao estabilizadas por ligacbes de H. Desta forma, as
condi¢gdes de pH do sistema sdo fundamentais (WU et al., 2009). A influéncia do pH
no cromismo de filmes e vesiculas de PDA é importante para a aplicacdo dos

mesmos como sensores para diversos sistemas.

Para vesiculas constituidas apenas de TRCDA polimerizado, a transicdo de
cor devido ao aumento de pH apds a adicdo de NaOH foi atribuida a quebra das
ligacdes de hidrogénio interfacial dos acidos carboxilicos do grupo polar do polimero
(CHEN et al., 2012). Contudo Su et al. (2011) acreditam que a mudanca de pH
causa a ionizacado ou deionizagdo do aminoacido da cabeca polar dos lipossomos
polidiacetilénicos. Como um resultado das interagcdes repulsivas coulombicas, a
cabeca polar se rearranja de forma nao-planar de modo a acomodar novas
distribuicbes de cargas. Essa forma resulta em um zigue-zague da cadeia carbdnica

polimérica e ocorre mudanga de cor do azul para vermelho nestas condi¢des.

3.4. Sensores a base de Polidiacetilenos (PDAs)

Polimeros conjugados vém sendo considerados grandes promissores no
desenvolvimento de sensores colorimétricos, uma vez que possuem sensibilidade a
estimulos externos, e podem apresentar mudangas significativas nas propriedades
estrutural, quimica e fisica em resposta a flutuagdes nas condicdes ambientais,
como por exemplo, temperatura, massa, luz, pH, estado de oxidagdo entre outros
(SONG et al., 2002).

Os polidiacetilenos vém recebendo muita atengdo nos ultimos anos devido

aos aspectos tecnoldgicos potencialmente importantes. Estes polimeros possuem
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caracteristicas oticas unicas que incluem a mudancga de cor de azul para vermelho
quando a estrutura € perturbada mecanicamente (CARPICK et al.,, 2004), por
variagbes de temperatura (LEE et al.,2002) ou interagdes intermoleculares com
diferentes substancias quimicas (Pires, et al., 2010a).

As técnicas colorimétricas sao consideradas simples e relativamente de baixo
custo, sendo amplamente aplicadas a fabricacdo de biossensores. Esta técnica
baseia-se na mudanga de cor de um determinado composto que pode ser
distinguida visualmente ou por um espectrofotometro. Assim, materiais que podem
mudar de cor em virtude de estimulos externos tém despertado muito interesse de
pesquisadores (CAMILLOTO, 2012).

A resposta colorimétrica de vesiculas de PDA a varios estimulos quimicos tem
sido investigada por muitos pesquisadores. Assim a variagdo das estruturas de
estimulo e suas propriedades fisicas induzem diferentes transicées colorimétricas
dependendo do comportamento do PDA, onde estudos detalhados abordam este
topico de forma bastante limitada (PATTANATORNCHAI et al., 2013).

A temperatura e pH sao parametros fisicos importantes para a manutengao da
estabilidade das vesiculas de PDA e também pela manutencao da coloragéo azul do
sistema, uma vez que por si sO6 podem acarretar a transicdo colorimétrica do azul

para o vermelho e portanto sao considerados estimulos externos.

Segundo Pires et al. (2010b) a organizacdo de moléculas anfifilicas na
conformacgao vesicular tem sido intensamente pesquisada devido as numerosas
aplicagbes praticas desses agregados multimoleculares. Por exemplo, as vesiculas
sao utilizadas para estudar o comportamento de fase, a interacao proteina-ligante, a
cristalizacdo bidimensional, liberacdo de drogas, além disso sao estruturas atraentes
para aplicagdes em sensores (RINGSDOREF et al., 1988).

Alguns solventes tém sido associados a transi¢do colorimétrica de vesiculas e
filmes de PDA. Chae et al., (2007) estudaram fibras estabilizadas com polimeros
embebidas com diferentes estruturas de PDA que foram submetidas a exposi¢cao em
diferentes solventes como cloroférmio, etil acetato e n-hexano. Observou-se que
tanto o tipo de PDA quanto o de solvente influenciou na resposta colorimétrica das

fibras. A alteragdo da cor de azul para vermelho foi atribuida ao solvatocromismo,
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consequente da perturbacado do sistema provocada pela interagao entre solvente e
PDA.

Pires et al. (2010a) também estudaram a termodinamica de transi¢ao
colorimétrica de vesiculas de polidiacetileno induzida por diferentes solventes.
Foram avaliadas vesiculas de acido 10,12-pentacosadindico (PCDA) e vesiculas de
PCDA + esfingomielina (ES) + colesterol (CO). A adicao de CHCI3;, CH,Cl, e CCl4
causaram transicdo colorimétrica em ambas as vesiculas. Pela técnica
microcalorimétrica, os autores observaram uma mudancga de entalpia associada com
0 processo de transic&do colorimétrica e com energia de interagao entre as moléculas
de solvente e as vesiculas. Além disso, o solvente cloreto induziu transicéo
colorimétrica, mas o mecanismo termodinamico foi diferente dos demais. A transicéo
colorimétrica pelo CHCI; foi governada entalpicamente, enquanto a transi¢cao
induzida por CH,CI, ou CCl4 foi governada entropicamente.

Holopainen et al. (2004) estudando vesiculas contendo CO, ES e
fosfatidilcolinas, demonstraram que a presenga desses componentes formam
microdominios e € capaz de estabilizar os nanoagregados formados. Observa-se
uma maior estabilidade interna das vesiculas quando estas sdo incorporadas com
lipidios, aumentando a interagao entre as cadeias hidrofobicas localizadas no interior
da vesicula e consequentemente auxiliando na estabilidade ao longo do tempo de

armazenamento.

Su et at. (2004) avaliaram o efeito da adicdo de etanol e 1-pentanol em
vesiculas de PDA. A resposta colorimétrica foi maior para vesiculas adicionadas de
1-pentanol em fungcdo da sua maior hidrofobicidade comparado ao etanol. Os
dominios hidrofébicos da cadeia de PDA solubilizam as moléculas mais hidrofébicas.
Ao contrario, moléculas mais hidrofilicas se dissolvem melhor na a4gua do que nos
dominios hidrofébicos ndo alterando, assim, a conformacdo do PDA levando o

sistema a uma menor resposta colorimétrica.

Em outro trabalho, o solvatocromismo de agregados de PDA em solugao
também foi avaliado. PDAs contendo mondmeros com diferentes comprimentos de

cadeias foram utilizados. Em cloroférmio, o PDA apresentou coloragdo amarela,
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entretanto, quando o cloroformio foi misturado com hexano houve transicéo
colorimétrica (DEI et al., 2008).

3.5. Biossensores Colorimétricos

A nanotecnologia pode ser utilizada para satisfazer a necessidade de novas
tecnologias, para a deteccdo de bactérias, especialmente para aplicagdo em
hospitais, na industria de alimentos e para analise e protecdo ambiental. Sistemas
de biossensores compostos por polimeros conjugados s&o de interesse atual, e
baseiam-se na mudanca de conformacdo em um unico local de sua cadeia
carbdnica perante a uma mudangca ambiental, podendo induzir mudangas nas
propriedades de absorcao e fluorescéncia do sistema. O uso desses biossensores
em tamanho nanométrico leva a um aumento na area interfacial, otimizando o
contato entre o ambiente e o biossensor, 0 que leva a produgdo e grande
amplificacdo do sinal (KOH et al., 2013) .

A deteccao de micro-organismo € observada por meio da transigdo de cor
desses materiais a base de PDA apds interagdo entre o receptor e o organismo
biolégico, sendo que este sinal ético pode ser observado visualmente; o que
proporciona praticidade em sua utilizagao (PATTANATORNCHAI et al., 2013).

A resposta colorimétrica de vesiculas de PDA a varios estimulos quimicos tem
sido investigada por muitos pesquisadores. Assim a variagdo das estruturas de
estimulo e suas propriedades fisicas induzem diferentes transicées colorimétricas
dependendo do comportamento do PDA, onde estudos detalhados abordam este
topico de forma bastante limitada (PATTANATORNCHAI et al., 2013).

Os PDAs tém atraido grande atencdo para a aplicagdo dos mesmos como
sensor devido a sua propriedade uUnica de deteccdo dupla tanto devido a
propriedades colorimétricas quanto a propriedades de fluorescéncia (ARIZA-
CARMONA et al.,, 2013). Os PDAs sao polimeros conjugados compostos por
alternagao "eno-ino" em sua cadeia carbdnica apds polimerizacdo. Este sistema
possui uma propriedade interessante de coloracdo azul, que na presenca de um

estimulo pode alterar suas propriedades cromaticas para roxo, amarelo ou vermelho
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com base na alteracdo da conformagédo da estrutura carbdnica (OLIVEIRA et al.,
2013). Esta propriedade de transicdo de cor dos PDAs tem incentivado o
desenvolvimento de biossensores, sensores quimicos e termossensores. Muitos
esforgos tém sido empregados para explorar os atributos colorimétricos dos PDAs

para a detecg¢ao de substancias bioldgicas (KOH et al., 2013).

Charoenthai et al. (2011) avaliaram o papel da cabeca hidrofilica e do
comprimento da cauda hidrofébica no comportamento de resposta colorimétrica de
vesiculas de PDA quando expostas a diferentes temperaturas, pHs e concentracoes
de etanol. As vesiculas foram produzidas utilizando TRCDA, PCDA e o N-(2-
aminoetil) 10,12-pentacosadinamida (AEPCDA). Os autores observaram forte
influéncia da cabeca hidrofilica e do comprimento da cauda hidrofébica na resposta
colorimétrica das vesiculas para temperatura, etanol e pH. Cadeias menores
(TRCDA) apresentaram interacdes de dispersao inter e intramoleculares mais fracas
quando comparadas as cadeias de PCDA, o que resulta em uma transicao

colorimétrica mais rapida apds a exposicao a todos os estimulos.

A primeira demonstracdo das potenciais aplicagdes bioldgicas do PDA foi a
deteccao colorimétrica do virus influenza por estruturas de bicamadas polimerizadas
(LINDSELL et al., 2000). Os autores incorporaram um analogo de acido sialico, um
receptor especifico para hemaglutinina do virus influenza, a camada de PDA e
obtiveram sinais de transicdo colorimétrica em resposta a ligagdo do virus na
superficie do material. Desde entdo, varios pesquisadores tém estudado o
desenvolvimento de estruturas a base de PDA para deteccédo da chave de interagao
proteina-proteina (KOLUSHEVA et al., 2001).

Ma et al. (1998) desenvolveram vesiculas polidiacetilénicas incorporadas com
dioctadecil gliceriléterglicosidase como receptor. As vesiculas apresentaram
transicao colorimétrica de azul para vermelho quando em contato com E. coli, mas
nao exibiram sensibilidade a pequenos aminoacidos. Estes resultados mostraram
que o potencial de utilizagdo de estruturas lipidicas funcionalizadas com
polidiacetileno como biossensores para diagndstico de novas doencas.

Oliveira e colaboradores (2013) estudaram vesiculas contendo lisina
vesiculas de PCDA/dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) e
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PCDA/ES/CO foram testados para determinar a resposta colorimétrica induzida por
bactérias como S. aureus, S. Choleraesuis e E. coli e essas vesiculas demonstraram
um grande potencial para uso como um biossensor para detectar agentes
patogénicos de alimentos em analises de rotina.

Villalobos et al. (2012) apresentaram varios ensaios experimentais utilizando
vesiculas de TRCDA/DMPC que levaram a uma melhor resposta na deteccao de E.
coli e S. Typhimurium em agua potavel. Eles determinaram uma concentragao
bacteriana minima necessaria para produzir a transicdo do azul ao vermelho de
108 UFC'mL™ no prazo de 4 h, sendo mais rapido do que os meétodos tradicionais,
tais como NMP ou placa de contagem de agar.

Varios outros trabalhos foram desenvolvidos visando a detecgao de E. coli
através da alteragao da cor do PDA. Vesicula de PDA funcionalizada com glicolipidio
foi capaz de detectar a bactéria em suspensdo com concentragdo aproximada de
9,0x108 células. mL™". Além disso, utilizou-se também no processo de formagado da
vesicula o fosfolipidio dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). Su et al., 2005 informam que
a interacdo entre bactéria e vesicula provavelmente foi intermediada pela pili tipo |
presente em E.coli e em outras bactérias gram-negativas. De acordo com o0s
autores, a presenca de fosfolipidios favorece a transigao colorimétrica, uma vez que
eles auxiliam a mimetizar a superficie célula da mucosa, que € alvo na primeira

etapa de processos infecciosos.

Apesar das inumeras pesquisas relacionadas com o reconhecimento de
moléculas bioldgicas por biossensores produzidos a partir de PDA, ainda nao
existem trabalhos que esclarecam completamente os mecanismos envolvidos no

processo de transi¢éo colorimétrica ocasionado por micro-organismos ou toxinas.

Muitos métodos diferentes estdo disponiveis para determinacdo de bactérias
em matrizes alimenticias, dentre eles a inoculacido em placas de petri com meio de
cultura, espectroscopia de infravermelho, de fluorescéncia, técnicas cromatograficas
e imunolodgicas, biossensores potenciométricos, acusticos e de ressonéncia de
superficie de plasma (SPR). No entanto, sdo métodos caros e necessitam de um
tempo de analise realizados em laboratérios. O desenvolvimento de métodos rapidos

e indicadores da presencga de contaminantes tém sido pesquisados, buscando uma
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informacéao rapida e simples para os processadores de alimentos, bem como para os

consumidores.

3.6. Qualidade da agua potavel

As principais fontes de contaminagao que alteram a qualidade das aguas séo
diversas: esgotos domésticos, efluentes industriais, efluentes da agricultura,
desmatamento, mineragdo, residuos solidos, efluentes da suinocultura, poluicéo
difusa em areas urbanas, salinizacdo, acidentes ambientais, construgdo de
barragens e aquicultura (ANA, 2005). Com falta de saneamento basico, a populagao
€ uma fonte de contaminagao dos recursos hidricos, devido ao despejo direto de
seus residuos sobre fontes de aguas superficiais (ROHDEN, et al, 2009).

A agua é um dos principais componentes de diversas operagdes em
industrias de alimentos. E usada como veiculo para aquecimento e resfriamento,
assim como para limpeza e sanitizacdo de equipamentos. A agua ainda € usada
como matéria prima ou veiculo para incorporar outros ingredientes ao alimento,
participa de varias etapas do processamento, além de estd em contato com
alimentos, equipamentos e utensilios e ser usada para lavagem de maos e asseio
pessoal (ANDRADE, 2008).

O controle de qualidade da agua para qualquer uso na industria de alimentos
€ necessario para evitar possiveis riscos a saude dos consumidores dos produtos
comercializados. Esse controle reduz efeitos negativos que as caracteristicas fisicas,
quimicas e microbiolégicas da agua podem provocar na industria, como processos
corrosivos, depdsitos de matéria organica e sedimentos; além de auxiliar a
fabricagdo de alimentos que atendam aos critérios de qualidade exigidos dos
produtos industrializados.

A agua de qualidade, isto €, aquela que atenda aos padrdes de potabilidade
estabelecidos pelos 6rgaos responsaveis, € uma necessidade basica de qualquer
ser humano. Desta forma, manter a agua potavel e constantemente disponivel ao
homem é uma das obriga¢des dos 6rgaos governamentais fiscalizadores. Mas, nao
€ apenas responsabilidade publica e, sim, de toda a sociedade por se tratar de bem
essencial (SILVA, 2004).
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Alguns parametros sao utilizados para a caracterizagdo da agua potavel,
como as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, e indicadores de qualidade da
agua, que representam impurezas quando ultrapassam determinados valores
estabelecidos. Esses parametros constam da Portaria MS n° 2914 de 12/12/2011 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2011) que dispde sobre os procedimentos de controle
e de vigildncia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade. A legislagao define, ainda, a quantidade minima e a frequéncia em que
as amostras de agua devem ser coletadas, bem como os parametros e limites

permitidos.

3.7. Trihalometanos

Os compostos organicos volateis sdo os contaminantes mais comumente
encontrados em aguas. A contaminagdo da agua devido a esses produtos pode
ocorrer por substancias usadas em manufaturas ou como resultado de processos de
desinfeccdo, por frascos usados para estocar solventes, praticas de agricultura,

entre outras possibilidades.

A cloracdo € o método mais importante na desinfeccdo da agua para
consumo humano, e é usada em todo o mundo (FANTUZZI et al., 2001) devido sua
eficacia e seu precgo relativamente baixo. Esse procedimento é a forma de proteger a
agua da contaminagao microbiana externa e desenvolvimento de bactérias durante a
distribuicdo para a populagdo. A principal fungdo do cloro é eliminar bactérias
patogénicas, que podem causar sérias doencgas e morte (LEE et al., 2004; ZANG et
al., 2002), reduzindo a incidéncia de doencgas associadas a ingestdo de aguas de ma

qualidade.

A reacao do cloro com alguns compostos organicos leva a formacao de
trihalometanos (Figura 6). A dgua bruta pode conter acidos fulvicos e humicos, cujas
estruturas quimicas ainda n&o s&o completamente conhecidas, resultantes da
decomposicdo de matéria organica, como folhas da vegetagdo. A maioria desses
acidos contém radicais cetonas, que podem causar a formacao de haloférmios apos
a reacao com o cloro. Além disto, concentracdes elevadas de bromo presentes em

reservatorios usados como fontes para a agua tratada podem contribuir para a
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formacao de compostos bromados ou subprodutos de desinfeccdo com a mistura de
cloro/bromo (CAMPILLO et al., 2004).

Esses compostos clorados inorganicos sao instaveis ao armazenamento e
muito reativos com a matéria organica; e, em razado disso, aguas contendo acidos
fulvicos e humicos, oriundos de matéria orgénica em fase final de decomposicéo,
podem reagir com esses compostos e ocorrer a formagao de trihalometanos, co-
nhecidos como THM. Esses compostos representados pelo triclorometano,
bromodiclorometano, dibromoclorometano e tribromometano sao considerados
nocivos a saude, pois existem evidéncias de que relacionam com cancer de

intestino.
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Figura 6. Formagao de haloférmios.

A féormula geral dos THM é CHX3; podendo X ser ocupado por diferentes
halogéneos como o cloro, o bromo, o flior e o iodo. Porém os principais THM
resultantes da desinfecgdo da agua com o cloro s&o: triclorometano,
bromodiclorometano, dibromoclorometano e tribromometano. Portanto, quando se
faz referéncia aos THM, na realidade estdo sendo mencionados os quatro

compostos citados.
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Figura 7. Estruturas quimicas dos THM formados pela reagédo do cloro com os
compostos organicos (VAN BREMEM, 1984).

No Brasil, a Portaria do Ministério da Saude de n° 2914/2011 do Ministério da
Saude, estabelece normas para a qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdao de potabilidade (BRASIL, 2011). De acordo com esta portaria, a
concentracdo maxima permitida de TTHM é de 100 pg-L'1 e para cada THM tem um

limite como é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de THM para aguas de consumo humano.

THM (OMS) (ug-L") Portaria n® 2914/2011 (ug-L™)
Triclorometano 200 -
Bromodiclorometano 60 -
Dibromoclorometano 100 -
Tribromometano 100 -
THM totais - 100
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No Brasil, os limites de contaminantes no ambiente sdo determinados pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Na resolugdo 357/2005, n&o ha
limite maximo para a concentracdo de THM no ambiente. Entretanto, no Artigo 21
desta resolugéo, que trata das condigcdes de emissdo de efluentes, é estabelecido

um limite de 1000 pg-L™" para triclorometano (TCM).

Medeiros (2011) analisou TCM em 28 amostras de agua de 3 estacbes de
tratamento de agua, das redes de distribuicdo e ainda de 5 pogos artesianos do
municipio de Vigosa-MG. Apenas duas amostras, pouco mais de 2 % nao se
enquadraram dentro da legislagdo brasileira, a Portaria n° 2914 de 2011 do
Ministério da Saude. Verificou-se ainda uma tendéncia de aumento na concentracao
de TCM nos pontos de coleta na rede de distribuicdo, embora em valores abaixo do
VMP (100 pg-L™). Esse resultado se deve provavelmente ao bom controle nos
sistemas de tratamento e distribuicdo de aguas avaliadas, o que pbde ser
constatado pelos bons resultados das analises fisico-quimica, microbiolégica das

amostras analisadas, em particular da turbidez, cor e cloro residual livre.

Os estudos efetuados com THM mesmo em pequenas concentragcdes tém
confirmado o potencial cancerigeno destas substancias, revelando efeitos
mutagénicos em diferentes espécies animais. Em relagdo ao homem, o efeito destas
substancias apresenta diferencas de atuagdo mais quantitativas que qualitativas,
devido aos fenbmenos biolégicos de absorgcdo, assimilacdo, excrecéao,

desintoxicagao e expressao genéticas (LEE et al., 2004).

Numerosos estudos epidemiolégicos vém sendo conduzidos na investigagao
da correlagao entre a cloragdo da agua e a mortalidade por cancer. Muitos estudos
analiticos sugerem uma clara ligagdo entre a exposicdo a agua clorada e o
desenvolvimento de cancer de bexiga e sugerem também uma possivel ligagdo com
cancer retal. Outros estudos tém demonstrado que a exposi¢cdo aos subprodutos da
cloracdo esta relacionada a abortos espontaneos e outras adversas consequéncias
reprodutivas (LEE et al., 2004).

Isso ocorre, pois os THM apresentam alta volatilidade e séao
predominantemente lipossoluveis. Estudos experimentais realizados pelo OMS

apontam que durante um banho de 8 min, a exposi¢cao aos THM é seis vezes maior
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do que pela ingestdo da mesma agua durante um periodo de 24 h, devido a inalagao
de cloroférmio que pode se apresentar na forma gasosa no ambiente em virtude de
sua volatilizagdo. A deteccdo dos THM ja foi comprovada em alimentos e bebidas
que utilizam agua clorada, como sorvetes, sucos e refrigerantes. Os THM séao
absorvidos rapidamente pelo trato gastrointestinal, o cloroférmio depois de ingerido
com a agua é rapidamente e quase totalmente absorvido na corrente sanguinea
tanto em humanos quanto em animais, sendo rapidamente transportado para os

tecidos.

Para as criangas, o caminho de exposi¢cao pode se dar também através da
lactacdo, ou seja, a transferéncia de mae para filho. Compostos orgéanicos
halogenados, como os THM, tende a ser hidrofobicos e soluveis em gorduras, assim
se acumulam em materiais gordurosos. Um exemplo é a fragéo lipidica do sangue
ou leite. O leite humano pode oferecer um excelente indicador biolégico da

exposicao da criancga a substancias lipofilicas (BATTERMAN, 2002).

Compete aos responsaveis pelo servico de agua avaliar a capacidade
operacional do processo de tratamento e apurar quais as medidas a serem tomadas
na coagulagao/decantacao para obter melhores resultados na remogédo dos THMs.
Isto pode incluir a necessidade de aprimorar a coagulagao/floculagdo executando
com maior frequéncia o ensaio de jar-test e assim variar a dose ou o tipo de
coagulante para uma determinada qualidade de agua, modificando ainda o ponto de
aplicagao do cloro para locais com baixo conteudo de matéria organica, diminuindo
consideravelmente a concentragdo dos THMs na &agua de consumo humano.
Portanto, o responsavel pela unidade de tratamento de agua deve avaliar a
possibilidade de alterar o ponto de aplicacdo de cloro, mas sem prejuizo da

seguranca bacteriolégica da agua a ser consumida.

Atualmente dispde-se de varias técnicas para a identificacdo e medigao dos
THMs. A mais popular das técnicas de quantificagdo é a da purga e sequestro, que
foi aperfeicoada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA). Outra técnica é a
extracdo por solvente. A Ultima é consideravelmente mais simples e facilmente

adaptavel a amostragem automatica. Devido justamente ao seu baixo custo, a
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técnica de extragao por solvente é a escolhida para analises de rotina de THMs. Foi

demonstrado que as duas técnicas sdo de exatiddo comparaveis.

Ambas as técnicas requerem a cromatografia a gas como etapa final da
analise, a técnica de purga e sequestro inclui a remogao dos THMs da amostra de
agua mediante o uso de gas inerte como o hélio e a absorgdo dos mesmos numa
resina. Esta é aquecida e o gas faz fluir dentro do cromatografo para a separagao e
quantificacdo dos THMs. A extragdo com solvente inclui simplesmente o tratamento
da amostra com um solvente de baixo ponto de ebuligdo, como o tolueno ou o
hexano para que os THMs passem ao solvente. Em seguida se injeta o extrato no

cromatografo de gas para a separagao e quantificagdo dos trihalometanos.

Carlos et al. (2011), determinaram a presengca dos trihalometanos,
cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano e bromoférmio em amostras
de agua destinada ao consumo humano e agua superficial do municipio de Vigosa,
MG. As amostras de agua tratada apresentaram contaminacdo pelos THMs
cloroférmio, bromodiclorometano e dibromoclorometano. Para todas as amostras
analisadas os valores maximos de concentracdo de  cloroférmio,
bromodiclorometano e dibromoclorometano encontrados foram 4,4 pg-L™"; 3,8 pg-L”
e 0,7 ug-L™", respectivamente. A soma da concentracéo dos trihalometanos foi menor
do que 9 pg-L”" em todas as amostras analisadas, valor menor do que o VMP
estabelecido pela Portaria n®2914/2011 do Ministério da Saude.

A formacgao de THM também ¢é a principal fonte de contaminacao para a vida
aquatica podendo ter efeitos ecotoxicologicas irreversiveis. Como a agua do mar
contém um alto indice de brometo (aproximadamente 65 mg-L™"), com a aplicacdo de
doses de cloro, o bromo é formado pela oxidagao do brometo, levando a formagao
de compostos organobromados. Como consequéncia, na cloragdo da agua do mair,
os THM sao normalmente compostos por bromoférmio e bromoclorometanos
(ALLONIER et al., 2003).

Devido a alta toxicidade destes compostos, a Environmental Protection
Agency (EPA) estabelece um limite de concentragdo maxima de 80 ug-L™" para THM

totais (TTHM), existindo a intengdo de reduzir este valor para 40 ug-L™. Muitos
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paises europeus, como a Alemanha, tém restringido o limite de TTHM para 10 pg-L'1
(CAMPILLO et al., 2004).

A concentragdo de THM no ambiente da atmosfera varia, dependendo de
varios fatores como ventilagdo, temperatura da agua e a quantidade de precursores
organicos presentes nesta agua. Para controle dos niveis desses compostos na
agua, dentre as alternativas disponiveis e viaveis, estdo o controle dos precursores,
que pode ser realizado durante o tratamento convencional da agua, nas etapas de
floculagéo, decantagéo e filtragao, e o uso de agentes clorados menos reativos com
a matéria organica (ANDRADE, 2008).

3.8. Micro-organismos patégenos na agua

A presencga de micro-organismos tem sido usada ha décadas para monitorar e
controlar a qualidade da agua e € um procedimento importante na protegao dos
ecossistemas aquaticos. Os bioindicadores sdo extremamente uteis, principalmente
para a avaliagdo de impactos ambientais decorrentes de descargas pontuais de

esgotos domésticos e efluentes industriais.

Os micro-organismos indicadores sao rotineiramente empregados para
avaliar a qualidade do produto final e a higiene empregada no processamento. O
isolamento e a identificagdo de patdgenos especificos sdo adequados para
investigacao e controle de surtos. Os micro-organismos considerados indicadores de
contaminagao em aguas minerais sao coliformes totais a 35 °C e colliformes fecais
ou termotolerantes a 44,5 °C, Escherichia coli, Clostridium sulfito redutores a 46 °C,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e a contagem de bactérias
heterotréficas (BRASIL, 2005).

Os coliformes fecais, denominacdo utilizada durante muitos anos, ou
coliformes termotolerantes, sdo bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes
totais, caracterizados pela presenca da enzima [3-galactosidase e pela capacidade
de fermentar a lactose com produgéo de gas no prazo de 24 h a 44,5 °C. E. coli e
algumas estirpes de Klebsiella e Enterobacter apresentam esta caracteristica de
termotolerancia, porém, somente E. coli tem como habitat primario o intestino
humano e de animais (CONAMA, 2005).
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Os coliformes termotolerantes sdo um subgrupo das bactérias do grupo
coliforme que fermentam a lactose a 44,5 + 0,2 °C, em 24 h, tendo como principal
representante a E coli, de origem exclusivamente fecal. A E. coli € um espécie
bacteriana do grupo coliforme que fermenta lactose e manitol, com producdo de
acido e gas a 44,5 + 0,2 °C em 24 h, produz indol a partir do triptofano, oxidase
negativa, ndo hidrolisa a uréia e apresenta atividade das enzimas B-galactosidase e
B-glucoronidase, sendo considerada o mais especifico indicador de contaminacgao
fecal recente e de eventual presenca de organismos patogénicos (ANDRADE, 2008).

Os coliformes fecais, mais especificamente E. coli, fazem parte da microbiota
intestinal do homem e outros animais de sangue quente. Estes micro-organismos
quando detectados em uma amostra de agua fornecem evidéncia direta de
contaminagao fecal recente, e por sua vez podem indicar a presenga de patégenos
entéricos. A analise da agua é uma importante ferramenta utilizada por especialistas
em saude publica para a prevengao de inumeras doengas associadas a ingestdo de
agua (POPE et al., 2003).

A qualidade bacteriologica é extremamente importante e a E. coli é indicador
de contaminacéo fecal do trato intestinal de animais de sangue quente, onde contém
um grande numero de bactérias que sdo eliminadas com as fezes. A presencga das
bactérias do grupo dos coliformes na agua de um rio significa que esse rio recebeu
matérias fecais, ou esgotos (DEBERDT, 2003).

A contagem de E. coli tem sido extensivamente utilizada nos monitoramentos
da qualidade das aguas e é considerada indicador especifico de qualidade de agua
destinada a potabilidade e balneabilidade (LEBARON et al., 2005). O padrao
microbiolégico de potabilidade da agua para consumo humano deve ser auséncia
de E. coli, em 100 ml de amostra da agua tratada (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
Em 20 % das amostras de agua analisadas quanto a coliformes totais (a 35 °C) nos
sistemas de distribuicdo, exige-se que seja realizada a contagem de bactérias
heterotréficas, que nédo deve exceder 5,0x102 UFC-mL™. A contagem de bactérias
heterotréficas consiste na determinagao da densidade de bactérias que sao capazes
de produzir unidades formadoras de colénias (UFC), na presenga de compostos
organicos contidos em meio de cultura apropriado, como o agar para
contagem-padrao, sob condi¢cdes preestabelecidas de incubagdo, ou seja,
35,0 £0,5 °C por 48 h (CONAMA, 2005).
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Escherichia fergusonii esta associada a doenga em individuos de origem
humana. As manifestagdes clinicas de E. fergusonii infecgdes em humanos incluem
bacteremia, infecgbes do trato urinario e diarreia. A descri¢do original da espécie
E. fergusonii foi baseada em isolados recuperados a partir de uma vasta gama de
fontes humanas, incluindo o sangue, urina, fezes e uma ferida abdominal (FARMER
et al ., 1985). Outros estudos isolaram E. fergusonii de infec¢des do trato urinario
(SAVINI et al., 2008, BOURS et al. , 2010 e LAGACE - WIENS et al. , 2010).

Este micro-organismo € gram-negativo da familia das Enterobacteriaceae E.
fergusonii nao formam esporos, sdo predominantemente mdveis, possuindo um
diametro em torno de 0,8-1,5 mm, e possuem flagelos peritriqueos. Sdo anaerdbios
facultativos obtendo energia a partir de oxidagao e reagdes de reducdo de fontes
organicas. Cepas de E. fergusonii sdo oxidase negativa e catalase positiva (SAVINI
et al., 2008 ).

Os enterococos sao constituintes normais da microbiota gastro-intestinal de
seres humanos e outros animais (WILLEMS et al., 2009). Embora apenas
ocasionalmente = causem infec¢gdes em individuos saudaveis, esses
micro-organismos gram-positivos, podem provocar infec¢gdes que sao normalmente
dificeis de se tratar devido ao numero de antibidticos aos quais estes organismos
sao resistentes. Enterococcus faecium é uma bactéria resistente a drogas que, em
alguns casos, causa a meningite, inflamacado e infecgdo das membranas que
revestem o cérebro e a medula espinhal. Se nao for tratada, a meningite pode
resultar em sintomas cada vez mais dolorosos e culminar em morte (WILLEMS, et
al., 2009).

As técnicas de detecgado de micro-organismos sao praticas e varios sao os
meétodos disponiveis, dentre eles, contagem em placas, tubos multiplos, contagem
em membranas filtrantes e substratos cromogénicos, o problema é o tempo das
analises que geralmente duram de 24 a 48 h.

O controle microbiolégico da agua estda intimamente relacionado a
concentragao de cloro residual livre (CRL), e, normalmente, considera-se que uma
agua contendo de 0,2 a 1,0 mg-L”" CRL é segura dentro desse ponto de vista. No
entanto, ndo se elimina a necessidade de realizar as analises microbioldgicas, para

o controle da qualidade da agua de sistema de abastecimento (CONAMA, 2005).
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4. CONCLUSAO

Mediante as caracteristicas vistas acima, os PDAs podem ser considerados
sistemas promissores para o desenvolvimento de sensores colorimétricos para a
identificacdo simples e rapida de compostos de interesse como, os trihalometanos e

micro-organismos.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA, pH E FORGA IONICA NA
ESTABILIDADE E NA MUDANGA COLORIMETRICA DE VESICULAS DE
POLIDIACETILENO

1. RESUMO

Uma das alternativas promissoras para auxiliar no controle da qualidade de alimentos
sao os biossensores e um dos materiais com grande potencial para utilizagdo como
sensores sao os polidiacetilenos. Seu grande potencial para uso como sensor
colorimétrico se deve principalmente as suas propriedades colorimétricas unicas,
como a capacidade de mudancga da coloragdo do azul para o vermelho diante de
alguns estimulos como estresse mecanico, presencga de solventes, mudangas no pH,
alteragbes na temperatura e interagdo com algumas moléculas. Este estudo avaliou o
comportamento termodinamico de vesiculas de polidiacetilenos para aplicagdo, como
sensores colorimétricos. Foram produzidas trés diferentes vesiculas: 10,12-acido
pentacosadindico (PCDA), 10,12-acido tricosadindico (TRCDA) e TRCDA+PCDA com
adicdo de fosfolipideos e essas colocadas em diferentes condi¢des de temperatura
(25 a 50 °C), pH (5 a 9) e forca idnica (0 a 100 mmol-L™ de NaCl). Em cada situagéo
as vesiculas foram avaliadas em relacdo ao tamanho, resposta colorimétrica e ao
potencial zeta. As modificacbes das condicbes do meio induziram a transicao
colorimétrica das vesiculas de PDA, sendo que a sensibilidade e a porcentagem de
RC foram dependentes da composicdo das suspensdes vesiculares e da condicao
termodinamica estudada. Os resultados mostraram que os valores de pH 8
temperatura de 45 °C e a concentracdo de acima de 50 mmol-L™"' de NaCl sdo os
valores minimos para que ocorra a transi¢ao colorimétrica do azul para o vermelho

para as trés vesiculas.
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2. INTRODUGAO

A industria de alimentos e os 6rgaos de fiscalizagdo vém buscando novos
métodos, que sejam cada vez mais rapidos e eficientes para garantir o controle dos
processos de producdo e a seguranga dos produtos. Além disso, existe uma pressao
crescente por parte dos consumidores que estdo cada vez mais conscientes em
relagdo a qualidade e seguranga dos alimentos.

As técnicas disponiveis para analise de alimentos sdo, em sua maioria,
complexas e demoradas e, ou, de alto custo. Uma alternativa promissora para atender
a esta necessidade sdao os sensores colorimétricos que podem ser utilizados em
qualquer fase do processamento, durante a vida util até o momento de consumo dos
alimentos. Neste sentido, diversos materiais tém sido estudados para atuarem como
sensores colorimétricos, a fim de aperfeicoar os processos de analise nos alimentos.
O desenvolvimento de sensores utilizando polimeros conjugados eficientes como
matrizes de sensoriamento tem recebido atencdo consideravel nas ultimas décadas.
Especialmente, os sensores de polidiacetilenos para a deteccdo de espécies
biologicamente e quimicamente importante tém sido intensamente investigados,

devido a sua resposta quanto a mudanca das propriedades colorimétricas.

Os polidiacetilenos sido polimeros alternados eno-ino formados pela adigéo
1-4 de monOmeros diacetilénicos sob radiacdo ultravioleta, apresentando coloracao
azul. Esses polimeros exibem propriedades colorimétricas proprias, podendo mudar
da cor azul para vermelho apds algum estimulo externo, tais como pH, temperatura e
interagdo com diversas moléculas.

O termocromismo, isto é a transi¢cao colorimétrica induzida pelo aumento da
temperatura, € uma das areas mais estudadas para filmes e vesiculas de PDA.
Oliveira et al. (2012) avaliaram esses dois parametros em vesiculas formadas por
PCDA e dirimistoilfosfatidilcolina. Em temperaturas de refrigeracéo, 5 °C e 12 °C, néo
foi observado transigdo de cor, tampouco formacdo de agregados por 60 dias de
armazenamento. Entretanto, a estocagem em temperaturas ambientes de 20 °C e 25
°C, por 60 dias, reduziu pela metade a intensidade da coloragao azul. Essa reducao
de intensidade da cor azul foi atribuida a formacdao de agregados, devido a menor
estabilidade dessas particulas em temperaturas ambientes. J& em temperaturas

elevadas (30 °C, 60 °C e 90 °C) proveniente de aquecimento por 10 min, a transigéo
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de cor foi observada. Os autores verificaram aumento na intensidade da coloracao
vermelho correspondente ao comprimento de onda a 540 nm. Essa transicdo de cor
foi irreversivel, e a resposta colorimétrica foi maior e linear em relagdo ao aumento da

temperatura.

No mesmo estudo, também avaliaram a mudancga colorimétrica devido a
variagcdo do pH. Em pH menor que 4,0 foi observado formacdo de agregados e
turbidez no meio, o que levou também a redugdo na intensidade da cor azul.
Camilloto (2012) observou o mesmo resultado em vesicula de PCDA em pH 2,0
observando a floculagdo da vesicula. Este resultado pdde ser explicado pelo
deslocamento do equilibrio de ionizagdo dos grupos carboxilico presentes na
superficie da vesicula, favorecendo a formagao de vesiculas com grupos carboxilicos
nao ionizados, o que neutraliza a superficie vesicular. Esta neutralizacdo rompe a
repulsdo eletrostatica entre as nanoestruturas o que permite a aproximagao e

agregacao das mesmas com formagéo de grandes flocos (Oliveira et al. 2012).

Essa transicao espectrofotométrica pode ser detectavel visualmente e tem
sido explorada em diversos estudos para desenvolvimento de sensores colorimétricos

de compostos de interesse.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de determinadas condicbes sobre o comportamento das

vesiculas de polidiacetilenos, como sensores colorimétricos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produzir vesiculas de PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA com adi¢ao de fosfolipideos
para aplicagdo como biossensor;
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- Quantificar a mudanga colorimétrica das vesiculas de PCDA, TRCDA e

TRCDA+PCDA nas diferentes condi¢des de temperatura, pH e forga idnica;

- Selecionar a condi¢cao de pH, temperatura e forga ibnica que favoreca a mudanca

de cor.

- Avaliar o tamanho das vesiculas nas diferentes condigdes de temperatura, pH e

forca ibnica;

- Avaliar o potencial zeta das vesiculas nas diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e

forca ibnica;

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes

Monémeros de 10,12-acido pentacosadindico (PCDA), 97 % m/m (Sigma®),
10,12-acido tricosadindico (TRCDA) =298,0 % grau cromatografico (Sigma®),
esfingomielina (Aldrich), colesterol (Aldrich), cloroformio grau-HPLC (Merck®), agua
deionizada, dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®), foram utilizados para produgao dos
sensores colorimétricos. O NaOH 0,1 N foi usado para ajustar o pH e o NaCl para o
teste de forca idnica.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Higiene Industrial e
Microbiologia de Alimentos e no Laboratério de Embalagens, ambos no Departamento

de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, campus Vigosa - MG.

4.2. Producgao das nanovesiculas a base de PDA

O sensor colorimétrico foi produzido de acordo com a metodologia proposta
por Pires et al. (2011). Na produgao das vesiculas, foram utilizados os PDAs 10,12-
acido pentacosadindico (PCDA), 10, 12- acido tricosadindico (TRCDA). Para o
preparo das vesiculas de PDA/ES/CO, 1 mM de esfingomielina e de colesterol foram
solubilizados em 10 mL de cloroférmio, sendo o solvente removido por fluxo de
nitrogénio. Paralelamente, solugdo de PDA 1 mM foi preparado em 2 mL de DMSO e
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aquecida a 80 °C durante 15 min e entdo adicionadas ao filme lipidico formado por ES
e CO. O volume completado para 10 mL com agua Milli-Q. A suspenséao foi levada ao
desruptor de células R2D091109, e em seguida filtrada em filtro PVDF (Millipore®).
Em seguida estocada a 4 °C por no minimo 10 h. As suspensdes foram mantidas sob

refrigeracao (10 £ 2 °C) até o momento das analises do experimento.

Utilizando o PCDA e o TRCDA e com os fosfolipidios ES + CO, foram
produzidas trés vesiculas diferentes: PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA.

4.3. Modificag6es nas diferentes condi¢goes de temperatura, pH e forgca idnica

das suspensoes vesiculares de PDA

A condicdo inicial das trés suspensdes vesiculas é de pH 4,5
aproximadamente, temperatura de armazenamento de + 10°C e sem adigdo de NaCl.
A alteragao das condi¢cdes de temperatura, pH e forga iGnica das suspensdes foi feita

de forma separada para cada situagao e como se descreve a seguir.

O estudo do comportamento das vesiculas em diferentes temperaturas foi
realizado na faixa de 25 a 50 °C (variando de 5 em 5 °C). Foram colocados 2 mL de
cada suspensao em tubos de ensaio e imergidos em banho-maria permanecendo por
10 min em cada temperatura estudada. Apdés permanecerem os 10 min na
temperatura desejada, as vesiculas foram analisadas em relagdo a RC, tamanho e

potencial zeta.

No segundo estudo, foram feitas variagées nos valores de pH das vesiculas
de PDA de 5 a 9 e variando de 1 em 1. Foram colocados 2 mL de cada suspensao
em tubos de ensaio e adicionou-se NaOH 0,1 M até atingir-se os valores de pH
desejados. Apds o ajuste do pH as vesiculas foram analisadas em relagdo a RC,
tamanho e potencial zeta. Todas as andlises foram realizadas em temperatura de
25 °C.

Por fim, o estudo da forga ibnica na sensibilidade das vesiculas de PDAs
com a adigdo de diferentes concentragdes de NaCl e 0, 30, 50, 70 e 100 mmo.L™ nas

suspensdes. Foram utilizados 2 mL de suspensdo e adicionados NaCl nas
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concentragbes desejadas e agitadas até sua homogeneizagdo. Os tratamentos
permaneceram armazenados a temperatura de + 25 °C durante 48 h. Os tratamentos
foram analisados nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 h ao tamanho, resposta

colorimétrica e potencial zeta.

4.4. Resposta Colorimétrica (RC)

Para avaliar o espectro UV-Vis das suspensdes, 1,5 mL de cada vesicula
nas condicdes trabalhadas citadas no item anterior, foram diluidas em agua
deionizada e colocada em cubeta de quartzo e analisada no equipamento Shimadzu
UV-2550, em uma faixa de comprimento de onda de 400 nm — 700 nm. As leituras

foram feitas a temperatura ambiente ( 25 °C).

Para medir a mudanca de cor, de azul para vermelho, calcula-se a Resposta
Colorimétrica (RC), como parametro semi-quantitativo da alteragdo das propriedades

cromicas do polidiacetileno, conforme Charych et al. (1993):

RC = {(AazuI/AazuI + Avermelho)a - [(AazuI/AazuI + Avermelho)d (AazuI/AazuI + Avermelho)a]} X1OO

Em que: Agzu = absorvancia a 640 nm e Avermelno = absorvancia 540 nm; ae d

valores calculados antes e depois da mudancga de cor, respectivamente.

4.5. Medidas de tamanho por espalhamento dindmico de luz e do potencial zeta.

Avaliacdo do raio hidrodinamico dos PDAs e sua carga superficial em
diferentes condi¢des de pH, temperatura e concentracdo de NaCl, foram realizadas

utilizando o equipamento de espalhamento dinédmico de luz.

O tamanho e o potencial zeta das suspensdes foram medidas a 25 ° C, com a
utilizagdo do equipamento Zetasizer Nano ZS90, Malvern. Cerca de 1 mL de
suspensao vesicular pura foi colocada em cubeta de quartzo e realizada a leitura de
tamanho e posteriormente a leitura do potencial zeta. Os resultados de cada amostra

foram obtidos pelas médias das trés leituras realizadas pelo equipamento.
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No caso da variacdo do pH e da forca idnica as leituras foram feitas em
temperatura de 25 °C no equipamento (Zetasizer Nano ZS90, Malvern), ja para
avaliacdo da temperatura, a leitura foi realizada na mesma temperatura do banho-

maria.
5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As andlises do experimento foram conduzidas em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 6 diferentes temperaturas, valores de pH e concentra¢des de
NaCl, e 3 tipos de vesiculas, realizados em trés repeti¢cdes. Os resultados de RC (%),
tamanho (nm) e potencial zeta (mV) foram analisados por meio de Analise de

Variancia ao nivel de 0,05 de probabilidade, com o auxilio do programa Minitab

6. RESULTADOS

6.1. Influéncia da temperatura nas vesiculas de PDAs

A RC expressa a porcentagem das moléculas de PDAs que apresentam a
transicao de azul para vermelho. A transicdo da cor azul para vermelho pode ser
observada neste estudo a partir de 10 % de resposta colorimétrica, de acordo com as

observacgdes no espectrofotdmetro e analises visuais.

As porcentagens em fungdo da temperatura para as trés vesiculas
apresentaram um comportamento semelhante: aumentaram sua RC com o aumento
da temperatura como mostra a Figura 1. A transigao de cor por agcado da temperatura €
chamado de termocromismo. Varios trabalhos cientificos relatam sobre essa transicao
e tém-se dedicado ao entendimento dos mecanismos envolvidos. Alguns autores
sugerem que o termocromismo pode estar associado a redugdo do comprimento da
estrutura conjugada ou a mudanga conformacional dos grupos pendentes nas cadeias
laterais das vesiculas (KOLUSHEVA et al., 2000).
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Figura 1. Valores da RC (%) das suspensdes vesiculares de PCDA, TRCDA,
TRCDA+PCDA em diferentes temperaturas.

Nos trés tipos de suspensdes estudadas, nas temperaturas de 25 °C a
40 °C, ndo ocorreu alteragdo da cor, permanecendo no azul. A partir de 45 °C,
observa-se visualmente a transigdo colorimétrica do azul para o vermelho,

apresentando valores de RC acima de 10 %.

A mistura dos dois mondbmeros de diacetilenos TRCDA+PCDA foi a que
apresentou uma maior sensibilidade ao aumento de temperatura, havendo uma
transicdo completa a partir de 45 °C para a cor vermelha e possuindo também uma

maior RC média em relagao as outras vesiculas (Figura 1).

Para PCDA, observa-se que as suspensodes 25 °C e 50 °C diferem entre si
(p<0,05) e das demais temperaturas (Figura 1). A partir 45 °C percebe-se a transigcao
colorimétrica do azul para o roxo, que se totaliza aos 50 °C com a cor vermelha. Ja
para TRCDA, verifica-se que nas temperaturas antecedem os 40 permaneceram na
cor azul e que acima disso apresentou mudanca de coloragio para o roxo e vermelho
a partir dos 50 °C.
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Como o comprimento da cauda de hidrocarbonetos do TRCDA é menor,
pode ter levado a uma diminuicdo das forcas de interagdes de dentro das bicamadas
das vesiculas em relacdo as do PCDA, causando um maior rearranjo desse
segmento. A juncdo dos dois PDAs refletiu em uma transigdo colorimétrica em um
tempo menor e de maior magnitude em comparagdo ao PCDA sozinho
(CHAROETHAI, 2011).

As RC das vesiculas TRCDA e TRCDA+PCDA foram maiores devido a
provavel pontecializagdo da transi¢ao colorimétrica proporcionada pela cadeia mais
curta do TRCDA. Verificou-se também, que com o efeito do aumento da temperatura
nas trés suspensdes estudadas ndo demonstraram reversibilidade na coloragcdo apés
o estimulo, permanecendo na mesma cor apés a mudanca de cor.

A transi¢ao termocrémica de vesiculas de PDA foi avaliada no intervalo entre
20 °C e 90 °C por Potisatityuenyong et al., (2008). Observou-se que com 0 aumento
da temperatura houve deslocamento hipsocrémico, do pico de maxima absorcao
referente a cor azul, que foi associado a movimentagdo das cadeias do polimero.
Além disso, em temperaturas intermediarias, a suspensao vesicular adquiriu também
coloragao roxa que demonstrou ser reversivel quando foram realizados ciclos de
aquecimento/resfriamento das vesiculas.

Os trés tipos de vesiculas diferem entre si (p<0,05), sendo a mistura entre os
dois diacetilenos o que obteve menor tamanho (Figura 2). O tamanho das vesiculas
de PDA aumenta a relagao area/volume da interface, favorecendo essa transigcéao
colorimétrica (KOH et al., 2013).
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Figura 2. Valores do diametro hidrodindmico (nm) das suspensdes vesiculares de
PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA em diferentes temperaturas.

Para PCDA, o tamanho da vesicula de PCDA a 25 °C difere
significativamente dos demais tamanhos (p <0,05). De acordo com o teste de médias,
o tamanho das vesiculas nas temperaturas de 30 a 50 °C nao diferem entre si.
Considerando-se a hipétese da mudanga conformacional das cadeias do PDA, o
aumento da temperatura causa uma perturbacdo nas vesiculas a base de PDA,
promovendo uma movimentagdo de todos os segmentos da cauda alquila incluindo, a
cabeca polar e espinha dorsal conjugada, resultando em rearranjo segmentar e
consequentemente num aumento no tamanho da vesicula (YOON, ET AL., 2009; Lee,
et al., 2002).

Os polidacetilenos TRCDA e PCDA possuem a mesma cabecga carboxilica,
mas o comprimento da cauda de hidrocarbonetos do TRCDA menor, com duas
cadeias de hidrocaboneto a menos. E isto afeta as forcas de interacbes dentro das
bicamadas das vesiculas, onde a interagdo entre os grupos carboxilicos da cabeca &

muito mais fraca, com a diminuicdo do comprimento da cadeia apolar podendo
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acarretar em uma menor estabilidade em comparacédo ao PCDA (CHAROETHAI,
2011).

As analises de potencial zeta das vesiculas sintetizadas neste trabalho
apresentaram valores sempre negativos em todas as temperaturas, o que indica que
essas vesiculas apresentam superficie externa com predominédncia de cargas
negativas nas condi¢cdes testadas (Figura 3). O potencial zeta de particulas em
suspensao constitui uma propriedade termodinamica das particulas como resposta a
acao de um campo elétrico aplicado.

O potencial zeta € um importante parametro fisico-quimico utilizado para
estimar a carga presente em superficies de particulas coloidais indicando assim, a
estabilidade desses sistemas e possiveis interacbes de particulas com outras
moléculas no meio (ATTARD, et al.2000; HEURTAULT, et al. 2003). Nota-se pela
Tabela 3 os valores do potencial zeta das vesiculas PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA

incubadas nas temperaturas de 25 °C a 50 °C.
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Figura 3. Valores do Potencial zeta (mV) das suspensdes vesiculares de PCDA,
TRCDA, TRCDA+PCDA em diferentes temperaturas.
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As médias nao diferem entre si (p=0,05) para os trés tipos de vesiculas com
relacdo aos valores de potencial zeta. Conclui-se que a quantidade de energia
fornecida pela mudanca de temperatura testada ndo foi suficiente para provocar
mudancgas consideraveis na quantidade de cargas externas, justificando assim as

pequenas variagdes no potencial zeta.

6.2. Influéncia do pH no comportamento das vesiculas a base de PDA

A transicdo colorimétrica na faixa de pH testada, pode ser observada na

Figura 4, as suspensdes a medida que se aumentou o pH modificaram sua coloragao

de azul, passando pelo roxo e finalmente para o vermelho.

Figura 4. Variacdo visual na cor das suspensdes de vesiculas a) PCDA; b)
TRCDA+PCDA e c) TRCDA em diferentes valores de pH.

A medida que ocorre o aumento do pH ha um aumento da RC para todos os
tipos de vesiculas. As outras suspensdes de TRCDA e PCDA tiveram uma
sensibilidade maior a mudanga de pH em relagéo aos dois PDAs juntos, passando do
azul para o roxo nos valores de pH 6 e 8 e a partir do pH 9, quando tornou-se de cor
vermelha. Ja para a suspensao de TRCDA+PCDA, s6 vai haver transicao para o

vermelho nos valores 8 e 9.

Por meio de analises usando espectrofotometria UV-Vis, observa-se que o
aumento do pH de 6 para 7, mediante a adicao de solugdo de NaOH 0,01 M ocasiona
um aumento gradual do pico a 540 nm no espectro de absor¢do das vesiculas de

PCDA e TRCDA, comprimento de onda responsavel pela cor vermelha, e diminuicao
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do pico a 640 nm, comprimento de onda responsavel pela cor azul. E nesta fase que
comega a absorgcido de protons carboxilicos pela adicao de ions OH", provocando o
aumento sistematico do grupo carboxilato carregado negativamente, resultando no
rearranjo parcial de segmentos de PDA (SONG et al.,, 2002). Para vesiculas de
TRCDA+PCDA isso ocorreu a partir do pH 8 (Figura 5).
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Figura 5. Valores da Resposta Colorimétrica (%) das suspensdes vesiculares de
PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA em diferentes valores de pH.

Entre o pH 8 e 9, observa-se (Figura 5) uma brusca alteragdo nos picos de
540 nm e 640 nm, acarretando um aumento acentuado de valor de % RC. Na cor
vermelha prevalece a presenga de grande quantidade de grupo carboxilato que

provoca o total rearranjo segmentar em todas as suspensdes estudadas.

De acordo com Charoethai et al. (2011), a vesicula de TRCDA apresenta
cadeias laterais mais curtas que as cadeias do PCDA, o que provoca interagdes de
dispersao fracas inter e intra-cadeias nas bicamadas, que por sua vez resulta em uma

transicado de cor maior apds exposi¢ao ao estimulo de pH. Esta observagao indica
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que a vesicula TRCDA requer uma forca idnica repulsiva mais fraca na superficie da
vesicula para induzir transicdo, em relacdo ao sistema da PCDA. E importante notar
que o pH inicial e da concentracdo molar das vesiculas de TRCDA, PCDA e
TRCDA+PCDA s&o 0s mesmos.

Verificou-se, também que mesmo depois do estudo do efeito do pH, as
suspensdes de PDAs nao demonstraram cromismo reversivel, permanecendo na
mesma cor apds a mudanga colorimétrica. Ahn et al. (2003) reportaram o efeito da
temperatura e pH sobre o termocromismo reversivel de filmes moleculares contendo
PDA. Verificou-se que o filme produzido apenas com PDA nd&o mostrou cromismo
reversivel apds o estimulo da alteragao do pH. De acordo com os autores, as ligagdes
de H entre o PDA polimerizado n&o sao fortes o suficiente para manter a organizagéo

molecular requerida para o cromismo reversivel.

Na Figura 6, observam-se os valores do didmetro hidrodindmico das
suspensdes vesicular em diferentes pHs. Verificou-se que o didmetro hidrodinamico
das vesiculas variou em fungdo da composicao e da condigdo termodinamica do meio
(pH). A interacao do tipo de suspensao e o pH foi significativa (p<0,05). Portanto, a
suspensdes de vesiculas de PDA sofrem interacdo com o pH. O tamanho vai

depender do tipo da vesicula e do valor de pH em que se encontra.
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Figura 6. Valores do tamanho (nm) das suspensodes vesiculares de PCDA, TRCDA,
TRCDA+PCDA em diferentes pHs.

A medida que o pH aumenta, devido a interagdo ser positiva, o tamanho da
vesicula também ira aumentar. A combinagao dos dois polidiacetilenos € a que obteve
0 maior aumento no tamanho do didmetro hidrodindmico com o aumento do pH.
Provavelmente, as hidroxilas adicionadas para aumentar o pH das suspensoes,
promoveram o aumento do tamanho das vesiculas. Isso esta relacionado com uma
maior ionizagdo dos grupos carboxilicos dos polidiacetilenos, consequentemente
havendo uma desestabilizacdo na superficie vesicular e, também, no interior
hidrofébico da vesicula, deixando-a menos estavel, isto €, com um maior conteudo de
energia (YOON, ET AL., 2009; Lee, et al., 2002). O tamanho da vesicula € aumentado

buscando reduzir seu conteudo de energia, tornando-a, portanto, mais estavel.

Na Figura 7, os valores do potencial zeta da suspensao de PCDA diferiram
entre si (p<0,05), sendo que para os valores de pH até 6,0 diferem dos valores de pH
até 8,0, que diferem do pH 9,0. No caso das suspensdes de TRCDA e
TRCDA+PCDA, as médias diferiram entre si (p<0,05). Pelo teste de médias, o
potencial zeta em pH 5,0, diferiu do potencial zeta dos valores até pH 8,0, que

diferiram do pH 9,0.
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Figura 7. Valores do Potencial zeta (mV) das suspensdes vesiculares de PCDA,
TRCDA, TRCDA+PCDA em diferentes pHs.

Entre o pH 5 e 9, o potencial zeta em todas as suspensdes vesiculares
diminuiu, aumentando o numero de cargas negativas em sua superficie. = Esse
aumento de cargas negativas pode ser atribuido ao acréscimo de OH que leva a
quebra de ligagdes de hidrogénio na superficie das vesiculas. Essa reagao
acido-base também transforma o grupo carboxilico para carboxilato, possuindo a
carga negativa (SONG et al., 2002), podendo explicar o aumento das cargas

negativas com o aumento do pH.

6.3. Influéncia da forga i6nica no comportamento das vesiculas a base de PDA

Ao adicionarmos o NaCl nas suspensdes de vesiculas de PDA em meio
aquoso ocorreu um aumento do pH ao longo do tempo, podendo ser visto na Figura 8.
O aumento do pH das suspensbes vesiculares em funcdo do aumento da

concentracdo de NaCl pode estar relacionado a hidrdlise do sal, que no caso as
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constantes de ionizagcdo sdo equivalentes, formam acido e base forte que
permanecem totalmente dissolvidos, com os seus ions livres em solugdo, resultando
em uma solugdo proximo da neutralidade, o que explica o aumento do pH e a

estabilizagao do valor com o passar do tempo.
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Figura 8. Valores do pH das suspensdes apds a adicdo de NaCl.

A forga ibnica esta relacionada a concentracéao total de eletrélitos e influencia
a atividade dos ions em solugdo. Os compostos ibnicos, quando dissolvidos na agua,
dissociam-se emions. A concentracdo total de eletrdlitos em solucdo afeta

propriedades importantes, tais como a dissociagéo e a solubilidade de varios sais.

O estudo das vesiculas de PDA contendo 70 e 100 mmol-L™" de NaCl n&o foi
realizado, pois nesta concentracdo ocorreu a floculacdo da vesicula, como mostra a
figura 9. Isso sugere a ocorréncia de um deslocamento do equilibrio de ionizagao dos
grupos carboxilicos presentes na superficie da vesicula pela grande quantidade do sal
presente. Isso favorece a formacédo de vesiculas com grupos carboxilicos nao

ionizados o0 que neutraliza a superficie vesicular. Esta neutralizagdo diminui a
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repulsdo eletrostatica entre as nanoestruturas o que permite a aproximagao e

agregacao das mesmas com formagao de grandes flocos.

Figura 9. Floculagdo da vesicula TRCDA+PCDA contendo concentragdo de

70 mmol-L" de NaCl.

A adicdo de NaCl influenciou na RC da vesicula (p<0,05). As suspensdes
dos PDAs controles (0 mmol-L™" de NaCl) apresentaram uma menor RC em relagao as
demais vesiculas adicionadas com o sal, chegando a um valor maximo de 5,3% % 0,8

para a de TRCDA, permanecendo na cor azul Figura 10.

53



PCDA TRCDA

RC (%)

o
o o+ —e—
o
—e—
RC (%)
s
4

0 2 E
2 T T T T T 0 T T T - T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (horas) Tempo (horas)
@® 0 mmoide NaCl
® 0 mmol de NaCl
@ 30mmol de NaCl ° gg mm: :e :ag:
v 50 mmol de NaCl v mmol de Na!
TRCDA+PCDA

RC (%)

T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)

@ 0 mmol de NaCl
® 30mmol de NaCl
v 50mmol de NaCl

Figura 10. Resposta colorimétrica das vesiculas de PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA

para as diferentes concentragdes de NaCl em fungédo do Tempo.

O tempo de incubacao foi significativo (p<0,05), influenciando na RC das
suspensdes. No tempo de 12 h foi possivel ver diferengca na RC das vesiculas. As
suspensdes controles mantiveram na cor azul ao longo de todo estudo, ja com a
presenca de NaCl as suspensdes de PCDA e TRCDA apés as 12 h passaram de
azul para roxo permanecendo assim até o final, para ambas vesiculas.

De acordo com Potisatityuenyong et al. (2008), o espectro eletronico

associado a coloragcdo roxa da suspensao vesicular € uma combinagcdo entre os
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espectros eletronicos das vesiculas que ainda estdo na forma azul e os espectros
eletrénicos das vesiculas que ja se alteraram para a cor vermelha.

Para a suspensdao de TRCDA+PCDA apés as 12 h passaram de azul para
roxo e atingindo a cor vermelha apés 48 h, com uma RC de 13 % £ 2,5. O aumento
da RC pode ser indicado pelo deslocamento do equilibrio de ionizagdo do grupo
carboxilico na superficie das vesiculas de PDAs, favorecendo a ionizacdo dos
mesmos, 0 que impede a formagdo de ligagbes de hidrogénio na superficie. A
reducdo da densidade de ligacbes de hidrogénio desestabiliza a superficie da
vesicula. Bem como a reagao de neutralizagdo com ions OH™ que altera a interagao
entre as cabecas hidrofilicas da superficie. Os ions OH" retiram os protons dos grupos
carboxilicos levando ao rompimento das ligagées de hidrogénio na superficie das
vesiculas, causando a desestabilizagdo das mesmas (KEW E HALL et. al, 2006).
Ambos 0s processos sao predominantes neste caso, permitindo assim uma maior
transicao de cor, aumentando, assim, a resposta colorimétrica.

Na Figura 11 estdo os valores de diametro hidrodindmico das diferentes
vesiculas adicionadas de NaCl (0, 30 e 50 mmol-L™"). Observou-se que o diametro das
vesiculas variou em fungéo do aumento da forga ibnica do meio. De acordo com o
design fatorial somente a quantidade de NaCl foi significativo (p<0,05). O tamanho

das vesiculas adicionadas de NaCl se diferem da vesicula controle (p<0,05).
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Tempo.

O aumento da concentracido de NaCl provocou um aumento do diametro

hidrodinamico das vesiculas, sendo este efeito um pouco mais pronunciado na

suspensao de PCDA contendo 50 mmol-L™" Provavelmente, o crescimento das

vesiculas esta relacionado a desestruturagdo da superficie das mesmas. Um

mecanismo que pode estar envolvido no crescimento das vesiculas é o crescimento

vesicular por coalescéncia. Este mecanismo ocorre pela neutralizagado das cargas da

superficie das vesiculas pelo Na* do sal, rompendo a repulséo eletrostatica entre as

vesiculas que inicialmente apresentavam superficie carregada negativamente. A

56



auséncia ou a diminuicdo de carga na superficie vesicular permite a aproximacao e
colisdo das vesiculas, que podem se unir por coalescéncia, resultando em vesiculas

maiores.

Para o potencial zeta a interagdo foi ndo significativa (p=0,05), portanto
segue-se com a avaliagao individual dos fatores. Os trés tipos de vesiculas diferem
entre si (p<0,05), somente em relagao ao potencial zeta, sendo que a medida que se
adicionou NaCl, menos negativo € o potencial da vesicula, indicando que o Na®
interagiu ionicamente com as carboxilas do PDA, reduzindo a sua eletronegatividade.
As suspensdes contendo NaCl em sua composi¢cado obtiveram os maiores aumentos

nos valores do potencial zeta (Figura 12).
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Potencial Zeta (mV)

Figura 12. Pontencial zeta das vesiculas de PCDA, TRCDA+PCDA e TRCDA para as
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potencial zeta apresentado elas trés suspensoes, isso pode ter sido causado pela

adicdo do Na® presente no sal que, consequentemente em maiores concentracoes,

Pela Figura 12 podemos notar que quanto maior foi forga ibnica maior foi o

neutralizou um maior numero de cargas negativas das vesiculas.

quanto maior o diametro hidrodinamico menos negativo € o potencial encontrado na

suspensao. Provavelmente, isso pode estar relacionado com a possivel neutralizagao

Se analisarmos os resultados do tamanho e do potencial zeta, vemos que
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das cargas da superficie das vesiculas pelo Na®, rompendo a repulséo eletrostatica
entre as vesiculas que inicialmente apresentavam superficie carregada mais
eletronegativa. @ Essa diminuicdo de cargas negativas pode ter permitido a
aproximacgao e colisdo das vesiculas, que podem se uniu por coalescéncia, resultando

em vesiculas maiores.

7. CONCLUSAO

As vesiculas de PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA foram sensiveis, sendo
que os valores de RC, tamanho e potencial zeta variaram em funcdo da intensidade
do aumento da temperatura, pH e forca idnica.

Os tratamentos controles permaneceram na cor azul nao havendo transicao
colorimétrica mostrando que as mudancgas de cor foram causadas pela mudanca
termodinamica do meio.

Os valores de pH 8 temperatura de 45 °C e a concentracdo de acima de
50 mmol-L™" de NaCl foram as condicdes minimas em que ocorreu a transigdo

colorimétrica para todas as suspensdes de vesiculas.
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CAPITULO 3

APLICACAO DO SENSOR COLORIMETRICO PARA DETECGAO DE
TRIHALOMETANOS EM AGUA PARA CONSUMO

1. RESUMO

Durante o processo de desinfeccdo da agua sado formados subprodutos
carcinogénicos e prejudiciais a saude do consumidor, chamados de trihalometanos
(THMs). Dentre os THM, encontram-se o triclorometano (TCM), diclorobrometano
(DCBM), dibromclorometano (DBCM) e bromoférmio (BM) formados pela reagao do
cloro com acidos originarios da decomposi¢ao de matéria organica, como os acidos
humicos e fulvicos. A detecgdo desses compostos na agua normalmente € realizada
por métodos cromatograficos que além do alto custo da analise exige pessoal bem
treinado. Os PDAs vém recebendo muita atencédo devido a sua caracteristica o6tica
de mudanga de cor quando ocorre interagdes intermoleculares, por exemplo, com
diferentes substancias quimicas. Por isso essa pesquisa utilizou vesiculas de
polidiacetileno como sensor colorimétrico para detectar trihalometanos em &agua
potabilizada para consumo humano. Foram desenvolvidas trés diferentes vesiculas:
PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA com adicao de fosfolipideos. As condi¢cbes para as
analises foram de pH 7, temperatura de 40 °C e a concentragdo de 50 mmol-L™" de
NaCl, afim de aumentar a sensibilidade do sensor na presenca dos THMs. A
presenca do TCM, DCBM e DBCM provocaram a transicdo colorimétrica das
vesiculas polidiacetilénicas, sendo que a interagao entre os THMs vai depender da
composicao das vesiculas, do tempo de contado e da concentracdo do THM. O BM
nado induziu a mudangca de cor em nenhumas das vesiculas testadas. Estes
resultados apontam a potencialidade do uso destas nanoestruturas como sensores

para identificagcao de THM em agua para consumo humano.
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2. INTRODUGAO

A demanda por agua de boa qualidade tem-se acentuado muito nos ultimos
anos, devido ao crescimento populacional. Tanto nas bacias hidrograficas rurais
quanto nas urbanas, ocorrem atividades humanas indevidas, que alteram as
caracteristicas, o equilibrio e a dindmica dos recursos naturais.

Muitos desses contaminantes levantam uma preocupacgao consideravel tanto
nos aspectos toxicoldgicos, fisico-quimicos e microbiolégicos, especialmente quando

estdo acima dos valores de referéncia baseados em salde humana.

A cloracédo é o processo de desinfecgdo de agua para consumo humano,
mais usado em todo o mundo, devido sua eficacia e seu precgo relativamente baixo.
A reacgdo do cloro com alguns compostos da matéria organica em decomposic¢ao,
particularmente os acidos fulvicos e humicos, leva a formacao dos trihalometanos
(THM). Dentre os THM formados, encontram-se o cloroformio (CHCIs),
diclorobromometano (CHBrCl;), clorodibromometano (CHBr,Cl) e bromoférmio
(CHBr3) que, mesmo em baixas concentragdes, podem ser téxicos, carcinogénicos,
teratogénicos e possivelmente mutagénicos. O limite maximo permitido no Brasil
para soma das concentragées THM é de 100 ug-L™", de acordo com a Portaria 2914
do Ministério da Saude, de dezembro de 2011(BRASIL, 2011).

Os estudos efetuados com THM mesmo em pequenas concentracdes tém
confirmado o potencial cancerigeno destas substancias, revelando efeitos
mutagénicos em diferentes espécies animais. Em relagcdo ao homem, o efeito destas
substancias apresenta diferencas de atuacao mais quantitativas que qualitativas,
devido aos fendmenos bioldégicos de absorgdo, assimilagdo, excregao,

desintoxicagao e expressao genéticas (LEE et al., 2004).

Carlos et al. (2011), determinaram a presenga dos trihalometanos,
cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano e bromoférmio em amostras
de agua destinada ao consumo humano e agua superficial do municipio de Vigosa,
MG. As amostras de agua tratada apresentaram contaminacao pelos trihalometanos
cloroférmio, bromodiclorometano e dibromoclorometano. Para todas as amostras

analisadas os valores maximos de concentracdo de  cloroférmio,
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bromodiclorometano e dibromoclorometano encontrados foram 4,4 pg-L'1; 3,8 pg-L'1
e 0,7 pg-L'1, respectivamente. A soma da concentragao dos trihalometanos foi menor
do que 9 pg-L" em todas as amostras analisadas, valor menor do que o VMP
estabelecido pela Portaria n®2914/2011 do Ministério da Saude.

Su et at. (2004) avaliaram o efeito da adicdo de etanol e 1-pentanol em
vesiculas de PDA. A resposta colorimétrica foi maior para vesiculas adicionadas de
1-pentanol em funcdo da sua maior hidrofobicidade comparado ao etanol. Os
dominios hidrofébicos da cadeia de PDA solubiliza moléculas mais hidrofébicas. Ao
contrario, moléculas mais hidrofilicas se dissolvem melhor na agua do que nos
dominios hidrofébicos ndo alterando, assim, a conformacdo do PDA levando o

sistema a uma menor resposta colorimétrica

Normalmente, a analise dos trihalometanos é feita por cromatografia gasosa
(CG) empregando o detector por captura de elétrons, que é seletivo para compostos
que apresentam halogénios em sua estrutura. Como técnica analitica, a CG
depende da qualidade do preparo da amostra, solventes e equipamentos de alto
custo como o cromatégrafo. Esses fatores tém levado ao desenvolvimento de novos
meétodos, em que as principais vantagens sao: rapidez nos resultados, praticidade e

baixo custo possibilitando a realizagdo de um numero maior de analise.

Recentemente, métodos que permitam a identificacdo simples e rapida
desses contaminantes tém sido estudados com intuito de desenvolver sensores que
podem apresentar de diversas formas. Pesquisas tém demonstrado a diversidade de
moléculas que podem ser incorporadas em nanoestruturas auto-organizadas de
PDA para atuarem como moléculas receptoras de moléculas alvo, permitindo uma
identificacdo simples e rapida de compostos de interesse. Dessa forma, o uso de
sensores colorimétricos, como as vesiculas de PDA, torna-se uma alternativa as

técnicas convencionais como cromatografia.

Alguns solventes tém sido associados a transi¢cao colorimétrica de vesiculas e
filmes de PDA. Chae et al., (2007) estudaram fibras estabilizadas com polimeros
embebidas com diferentes estruturas de PDA que foram submetidas a exposi¢cao em
diferentes solventes como cloroféormio, etil acetato e n-hexano. Observou-se que

tanto o tipo de PDA quanto o de solvente influenciou na resposta colorimétrica das
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fibras. A alteracdo da cor de azul para vermelho foi atribuida ao solvatocromismo,
consequente da perturbacdo do sistema provocada pela interagao entre solvente e
PDA.

Polimeros conjugados vém sendo considerados grandes promissores no
desenvolvimento de sensores colorimétricos, uma vez que possuem sensibilidade a
estimulos externos, e podem apresentar mudangas significativas nas propriedades
estrutural, quimica e fisica em resposta a flutuacbes nas condicbes ambientais,
como por exemplo, temperatura, massa, luz, pH, estado de oxidagdo entre outros
(SONG et al., 2002).

O estudo da interagdo de alguns desses fatores com pH, temperatura e forga
ibnica, seria interessante para maior compreensao da suas influéncias na
estabilidade e na transicdo colorimétrica de vesiculas a base de PDA na
identificacdo de compostos de interesses. Por isso, 0 uso de sensores colorimétricos
pode ser uma alternativa simples, pratica e rapida para detec¢gdao de compostos
quimicos carcinogénicos em agua potabilizada, que possam causar danos a saude

do consumidor.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Utilizar vesiculas de polidiacetilieno como sensor colorimétrico para detectar

Trihalometanos em agua potabilizada para consumo humano.

3.2. Objetivos especificos

- Utilizar as vesiculas produzidas nas melhores condicbes para aumentar a

sensibilidade das mesmas, na presenca de contaminantes.

- Avaliar a especificidade das vesiculas de PCDA, TRCDA e PCDA/TRCDA na

detecgdo dos quatros principais trihalometanos em agua potabilizada;
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- Quantificar a resposta colorimétrica (RC) das vesiculas na auséncia e na presenca

de trihalometanos durante o tempo de contato.

- Avaliar o potencial zeta das vesiculas na auséncia e na presenca de

trihalometanos.

- Determinar o limite de deteccdo das vesiculas para indicagdo colorimétrica de

trihalometanos em agua potavel.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Mondmeros de 10,12-acido pentacosadindico (PCDA) 97,0 % m/m
(Sigma®), 10, 12- acido tricosadindico (TRCDA) 298,0 % grau cromatografico
(Sigma®), esfingomielina (ES) (Aldrich), colesterol (CO) (Aldrich), cloroférmio grau-
HPLC (Merck®), agua Milli-Q (>18MQ), dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®), foram
utilizados para produgao dos sensores. O NaOH 0,1 N foi usado para ajustar o pH e o
NaCl para alterar a forga ibnica.

Como contaminantes, foram utilizados os trihalometanos: triclorometano
CHCI; (Sigma®), diclorobromometano CHBrCl, (Sigma®), dibroclorometano
CHBr,Cl (Sigma®), bromoférmio CHBr3 (Sigma®).

4.2. Producao das nanovesiculas a base de PDA

O sensor colorimétrico foi produzido de acordo com a metodologia proposta
por Pires et al. (2011). Na producao das vesiculas, foram utilizados os PDAs 10,12-
acido pentacosadindico (PCDA) e 10,12-acido tricosadindico (TRCDA). Para o
preparo das vesiculas de PDA/ES/CO, 1 mM de esfingomielina (ES), colesterol (CO)
foram solubilizados em 10 mL de cloroférmio, sendo o solvente removido por fluxo
de nitrogénio. Paralelamente, solucdo de PDA 1 mM foi preparado em 2 mL de
DMSO e aquecidas a 80 °C durante 15 min e entdo adicionadas ao filme lipidico

formado por ES e CO. O volume completado para 10 mL com agua Milli-Q. A
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suspensao foi levada ao desruptor de células R2D091109, e em seguida filtrada em
fitro PVDF (Millipore®). Em seguida estocada a 4 °C por no minimo 10 h. As
suspensdes foram mantidas sob refrigeracdo (10 £ 2 °C) até o momento das

analises do experimento.

Utilizando os PDAs 10,12-acido pentacosadindico (PCDA), 10, 12- acido
tricosadindico (TRCDA) e os fosfolipidios ES + CO foram produzidas trés vesiculas
diferentes: PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA.

4.3. Deteccao de trihalomentanos em agua potabilizada

ApOs a determinagao dos valores de temperatura, pH e forga ibnica minimos
de transigao colorimétrica no capitulo 1 desta tese, selecionaram-se os valores de
pH 7 e temperatura de 40 °C e foi utilizado 50 mmol-L™ de NaCl nas vesiculas ja
sintetizadas. Essas modificacdes foram feitas para deixar as vesiculas em condi¢des

de maior sensibilidade a presenca dos THMs e facilitar sua mudanca de cor.

Antes da adicdo das solugdes com THMs foi ajustado o pH para 7 com NaOH
0,01 N e adicionados 50 mmol-L "'de NaCl. Para simular as concentracoes de TCM,
DCBM, DBCM e BM em agua, foram preparadas solugbes com as seguintes
concentracdes: 0 ug-L™", 100 pg-L™”, 500 pg-L™", 1000 pg-L”, e 5000 pg-L™”, de cada
THM em agua deionizada esterilizada, separadamente. Foi adicionado nos tubos um
volume de 1:1 de suspensao vesicular para solu¢ao de THM e depois colocados em
banho-maria a 40 °C. Amostras em retiradas de tempos e tempos para serem

avaliadas quanto a resposta colorimétrica (RC) e ao potencial zeta.

4.4. Resposta Colorimétrica (RC)

Para avaliar o espectro UV-Vis das suspensdes, 1,5 mL de cada tratamento
foi colocada em cubeta de quartzo e analisada no equipamento Shimadzu UV-2550,
a temperatura ambiente em uma faixa de comprimento de onda de 400 nm -

700 nm. A resposta colorimétrica (RC) é um parametro que tem sido amplamente
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utilizado para mensurar a porcentagem de moléculas de polidiacetiieno que
apresentou transi¢cao espectrofotométrica em decorréncia de algum estimulo. A RC é
calculada por meio da obtencdo do espectro eletrbnico da suspensdo

polidiacetilénica na auséncia e na presenca da molécula de interesse.

Para medir a mudancga de cor, de azul para vermelho, calcula-se a Resposta
Colorimétrica, como parametro semi-quantitativo da alteracdo das propriedades

cromicas do polidiacetileno conforme Charych et al. (1993):

RC = {(AazuI/AazuI + Avermelho)a - [(AazuI/AazuI + Avermelho)d (AazuI/AazuI + Avermelho)a]} x100

Em que: Aazu = absorvancia a 640 nm e Avermeiho = a@bsorvancia 540 nm; a e

d valores calculados antes e depois da mudancga de cor, respectivamente.

As vesiculas foram analisadas antes e apdés a o contato com os
Trihalometanos: triclorometano (TCM), diclorobromometano (DCBM)
dibroclorometano (DBCM), bromoférmio (BM).

4.5. Medidas de tamanho por Espalhamento dinamico de luz e do Potencial
Zeta.

Avaliagdo da variagdo do didmetro hidrodinamico dos PDAs e de sua carga
superficial com e sem a adi¢cao de trihalometanos, foram realizadas pela utilizagcao

do equipamento de espalhamento dinamico de luz.

O tamanho e o potencial zeta das suspensdes foram medidas a 25 ° C, com a
utilizacdo do equipamento Zetasizer Nano ZS90, Malvern. Cerca de 1 mL de
suspensao vesicular pura foi colocada em cubeta de quartzo e realizada a leitura de
tamanho e posteriormente a leitura do potencial zeta. Os resultados de cada amostra

foram obtidos pelas médias das trés leituras realizadas pelo equipamento.
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As analises do experimento foram conduzidas em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro trihalometanos, cinco concentragdes e
trés tipos de vesiculas, o estudo foi conduzido em trés repeticdes. Os resultados de
RC (%), e potencial zeta (mV) foram analisados por meio de Analise de Variancia ao

nivel de 0,05 de probabilidade, com o auxilio do programa Minitab.

6. RESULTADOS E DISCURSAO

6.1. ldentificacao de triclorometano em agua por vesiculas de PDA

As suspensoes controle de PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA apds o ajuste de
pH, adicdo de NaCl e submetidos a temperatura de 40 °C continuaram apresentando
coloragao azul intenso, com pico maximo de absorgcido entre 637 nm e 640 nm, com

um ombro vibrénico entre 540 nm e 545 nm.

A transicdo da cor azul para vermelho pode ser observada neste estudo a
partir de 10% de resposta colorimétrica, de acordo com as observagdes no
espectrofotdbmetro e analises visuais. Para melhor visualizagdo os resultados nos
graficos estdo destacados a porcentagem de 10% para facilitar a visualizagéo e

compreensao dos dados.

A suspensao vesicular que obteve a maior transicdo de cor e um tempo
menor de estudo foi aquela que continha os dois PDAs juntos (TRCDA+PCDA), nas
quais ocorreu transigao colorimétrica para todas as concentragdes de TCM, exceto o
controle (Figura 1). Com o TCM, a mudancga de azul para vermelho, ocorreu apos 60
min para todas as concentragdes, com excegao do controle. Apds a adigdo da agua
contaminada com diferentes concentragdes de TCM, observou-se uma redugao no
pico maximo de absorcao referente a cor azul (640 nm) e aumento do pico maximo

de absorc¢éo na regiao do vermelho (540 nm).

A RC expressa a porcentagem das moléculas de PDAs que apresentam a
transicdo de azul para vermelho. A alteracdo da cor azul para vermelho pode ser
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atribuida ao solvatocromismo, consequéncia da perturbagao do sistema provocada
pela interagdo entre solvente TCM e as moléculas do TRCDA. Como o TCM é
hidrofdbico, a interagdo solvente e PDA ocorrem na cauda do hidrocarboneto apolar

do polidiacetileno, no interior da vesicula.

TRCDA+PCDA

RC (%)

30 60

" Tem Tempo (minutos)

1 100 pg.L- T TCM
B 500 pg L' TCMm
T 1000 pg.L"! TCcMm
B 5000 gL' TCM

Figura 1. Variagao da resposta colorimétrica (RC) da suspenséao de vesiculas de
TRCDA+PCDA para as diferentes de concentragbes de TCM em funcido do

tempo.

Os tempos diferem estatisticamente entre si, sendo 60 min o tempo minimo
para a mudanga de cor do azul para o vermelho em todas as concentragdes. Aos
60 min a mudancga de cor ocorreu para todas as concentragdes de TCM, mostrando
que sua presenca foi que estimulou transicdo colorimétrica.

A presencga de TCM influenciou na RC da suspensao de TRCDA+PCDA, a
concentracdo de 0 ug-L™" diferiu das demais concentragdes do trihalometano e que
a concentragdo minima testada de 100 ug-L™" foi capaz de mudar de cor para o
vermelho com 60 min. Valor importante, ja que é o VMP de THM em &agua, segundo

a legislagao.
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Observa-se que os comportamentos de transicao de cor de vesiculas de PDA
dependem em grande parte de suas estruturas moleculares. O encurtamento da
cauda pela presenca do TRCDA junto ao PCDA provocou uma RC maior, isso pode
ser atribuido por uma possivel diminuicdo das forcas de interagdo inter e
intramoleculares dentro da bicamada vesicular, devido ao menor tamanho da cadeia
de hidrocarboneto do TRCDA.

A maior resposta colorimétrica na presenca do TCM foi observada na vesicula
de TRCDA+PCDA, mostrando que a jungao dos dois polidiacetilenos potencializou a
interacdo e sensibilidade do sensor colorimétrico, com um aumento da transigao
colorimétrica em concentragdes mais baixas do contaminante e em um tempo menor
de contato. Outro fator importante € a concentracdo de PDA que foi de 2 mM um de
cada PDA, logo se tem um numero mais de moléculas de PDA para interagir com o
THM.

Os valores da RC de todas as suspensdes mostram potencial para aplicacédo
de vesiculas de PDA como sensores para detecgdo de TCM em agua potabilizada.
As suspensdes de TRCDA e TRCDA+PCDA foram capazes de mudar de cor do azul
para o vermelho na concentracdo de 100 upg-L”, valor maximo permitido pela
Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude. A diferenga entre elas foi o tempo de
viragem de cor, que no caso da vesicula de TRCDA+PCDA foi a que obteve a RC

em um tempo menor de 60 min de contato com o TCM.

Pode-se observar na Figura 2, que a medida que se aumenta a concentragéo
de TCM aumenta-se também a RC, tendo valor maximo na concentragcéo
5000 pgL™', para a suspensdo de PCDA. As concentragdes até 500 pg-L™”
permaneceram na cor azul durante todo tempo estudado, ja as concentragdes de

1000 e 5000 pg-L™" deferiram das demais obtendo um maior aumento na RC.

A concentracao de 5000 pg-L'1 apresentou RC média de 9,8 % £ 2,0 a partir
de 240 min, ocorrendo a mudanga da cor roxa para a vermelha. De acordo com
Potisatityuenyong et al. (2008), o espectro eletrénico associado a coloragao roxa da
suspensao vesicular € uma combinacao entre os espectros eletrbnicos das vesiculas
que ainda estdo na forma azul e os espectros eletrbnicos das vesiculas que ja se

alteraram para a cor vermelha. Isso significa que as vesiculas de PCDA interagiram

71



com as moléculas de TCM aumentando a RC, sendo a concentracdo 5000 pg-L‘1 éa

minima para promover a transigao colorimétrica.
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N 500 ug.L' TCM
1 1000 pug.L"' TCM
I 5000 pg.L' TCM

Figura 2. Variacdo da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de

PCDA para as diferentes de concentracées de TCM em fungéo do tempo.

Alguns estudos realizados anteriormente, como o de Pires e al. (2010) e
Medeiros (2011) mostram que vesiculas de PCDA conseguem promover mudanca
de cor na presenga do TCM. No estudo de Pires et al. (2010) mostraram a
termodinamica de transi¢cao colorimétrica das vesiculas de polidiacetileno induzida
por diferentes solventes. Foram avaliadas vesiculas PCDA e vesiculas de PCDA +
CO + ES. A adicdo de CHCI3, CH.CI, e CCl4 causaram transicdo colorimétrica em
ambas as vesiculas, porém foi utilizados os solventes puros nas vesiculas, ou seja
uma concentragao muito maior que deste estudo, no qual o TCM foram diluidos em

agua para simular a contaminacéao.

Para a suspensao de TRCDA as concentragdes de TCM aumentaram a RC

ao longo do tempo de estudo, levando a mudanga colorimétrica total de azul para
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vermelho das suspensdes contendo TCM, exceto para o controle em que

permaneceu ha coloragao azul.
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Figura 3. Variacdo da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de

TRCDA para as diferentes de concentracées de TCM em funcédo do Tempo.

A partir 120 min ocorreu a transicdo colorimétrica para todas as
concentracdes de TCM, sendo minimo para mudanca de cor para concentragdes. A
suspensdo de TRCDA apresentou mudanca de cor para a presenca de TCM durante
o tempo de 30 min de incubacgao (Figura 3), havendo mudanca de cor de azul para
roxo a partir de 500 ug-L”' com média de 8,3 % + 2,8. Apds 120 min, houve
mudanca de cor azul para vermelha nas maiores concentragdes. Com RC média de
9,1 % £ 1,6, a concentracdo de 100 pg-L'1 passou a suspensao da coloragao azul
para coloracdo roxa, apds os 120 min. Ressalte-se que este € o valor maximo
permitido pela Portaria n® 2914/2011 do Ministério da Saude.

Em outro trabalho, o solvatocromismo de agregados de PDA em solucao
também foi avaliado. PDAs contendo mondmeros com diferentes comprimentos de

cadeias foram utilizados. Em cloroférmio, o PDA apresentou coloragdo amarela,
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entretanto, quando o cloroformio foi misturado com hexano houve transicéo
colorimétrica (DEI et al., 2008).

6.2. Determinagao de diclorobrometano (DCBM) em agua por vesiculas de
PDA

Para o DCBM em agua, a suspensao de vesicula que obteve a maior RC e
em um tempo menor foi a que continha os PDAs juntos. A concentragdo aumentou
os valores de RC aumentando a porcentagem tendo seu pico maximo na
concentracdo de 500 pg-L™"' de DCBM. Para todas as concentracdes acima de 100
pg-L'1 de DCBM houve transigao colorimétrica do azul para o vermelho. O que nos
mostra que os dominios hidrofébicos da cadeia de PDA interagiram com as
moléculas mais do DCBM que sao hidrofdbicas, alterando assim, a conformacao do

PDA levando o sistema a uma mudanca de cor (SU, et al.2011).

TRCDA+PCDA
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["1 1000 pg.L ' DCBM
. 5000 pg.L ' DCBM

Figura 4. Variagao da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de
TRCDA+PCDA para as diferentes de concentracées de DCBM em fung¢ao do tempo.
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A partir de 180 min temos a transicido colorimétrica para todas as
concentragdes estudadas inclusive para a concentragdo de VMP de THM em agua
que é 100 pg'L™" de DCBM, segundo a Portaria 2914 de 2011 do MS (BRASIL,
2011).

A vesicula com os dois PDAs obteviveram maior RC contendo DCBM.
Ressalte-se que o controle permaneceu na cor azul. Isso € importante, pois mostra
que a mudanga de cor é atribuida a presenga do DCBM. Charoenthai et al. (2011)
observaram forte influéncia da cabega hidrofilica e do comprimento da cauda
hidrofébica na resposta colorimétrica das vesiculas para temperatura, solventes e
pH. Cadeias menores (TRCDA) apresentaram interagbes de dispersdo inter e
intramoleculares mais fracas quando comparadas as cadeias de PCDA. Isto resulta
em uma transicao colorimétrica mais rapida apds a exposi¢ao ao estimulo e que
pode ter ocorrido no caso da vesicula de TRCDA+PCDA. A presenca de um PDA de
cadeia menor potencializou a sensibilidade do PCDA puro, melhorando a
capacidade de interacdo e consequentemente aumentando a RC. Outro fator
importante é a concentracdo de PDA que foi de 2 mM um de cada PDA, logo se tem
um numero mais de moléculas de PDA para interagir com o THM.

Na Figura 5 observa-se a porcentagem da RC da suspensédo de PCDA na
presenca do DCBM. Para a suspensao de PCDA, tanto o tempo quanto a
concentracdo de DCBM tiveram influéncia na RC (p= 0,05), separadamente. Apds o
tempo de 240 min ocorreu a interacdo do DCBM com a parte hidrofébica das

vesiculas de PCDA promovendo a mudanca de cor da suspensao.
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Figura 5. Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de PCDA com as

concentragdes de DCBM em fungéo do tempo.

A transicdo colorimétrica foi perceptivel somente para a concentragcao de
1000 pg'L"' de DCBM apés 240 min, havendo mudanca de cor de azul para
vermelho, como pode ser visto na Figura 5, onde a média foi de 9,8 % + 0,7. As
demais concentragdes tiveram um aumento na porcentagem de RC mais nao foi o
suficiente para promover a mudanca de cor, permanecendo azuis durante o estudo.
Logo a concentragdo de minima de DCBM capazes de interagir com as vesiculas de
PCDA ¢é de 1000 pg-L'1 a partir 240 min de contato.

A suspensdo de TRCDA nao apresentou transicdo colorimétrica para
nenhuma das concentragdes testadas de DCBM apds 240 min, como mostra a
Figura 6. A RC média para todas as concentragdes ficaram abaixo da linha vermelha
do grafico (10 % de RC) que € a porcentagem minima para ocorrer a transi¢ao de
cor de azul para vermelho, ndo alterando, portanto sua coloracdo azul. As
concentracbes de DCBM usadas durante o tempo de estudo nao foram suficientes
para que as moléculas de TRCDA interagissem com o DCBM presente na agua e

assim mudar de cor.
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Figura 6. Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de TRCDA com as

concentragbes de DCBM em funcao do tempo.

Para a suspensdao de TRCDA a interacdo tempo e concentracdo foi
significativa (p=20,05). Mesmo que a concentragéo e o tempo tenham influenciado no
aumento da RC, esse nao foi o suficiente para que as moléculas do PDA

interagissem com as do DCBM e mudassem de cor (Figura 6).

6.3. Identificagao de dibromoclorometano (DBCM) em agua por vesiculas de
PDA

A vesicula de TRCDA+PCDA foi mais sensivel a presenca do contaminante
quando comparada com as outras vesiculas, possuindo uma maior interagao entre
as moléculas dos PDA e o DBCM levando a uma mudancga de cor. Na suspensao de
TRCDA+PCDA apés 240 min observou mudanca de cor nas concentracées de 1000
pg-L'1 e 5000 pg-L1, indo do azul para o vermelho para a primeira e azul para roxo

para a ultima (Figura 7).
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Figura 7. Variacdo da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de
TRCDA+PCDA para as diferentes de concentracbes de DBCM em funcdo do

Tempo.

Apos o tempo de 240 min comegou haver entdo a transicdo de cor das
vesiculas de TRCDA+PCDA com o DBCM com uma RC acima dos 10%,
porcentagem que ocorre a transigao de cor do azul para vermelho. Mostrando mais
uma vez que a jungado dos dois PDAs potencializou a sensibilidade e interacdo da

vesicula com o THM resultando em uma RC maior apds a exposi¢ao ao estimulo.

Na figura 8 estdo os valores da RC para as vesiculas de TRCDA e PCDA e
podemos observar que durante os 240 min de estudo as vesiculas permaneceram

azuis na presencga do DBCM.
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Figura 8. Variagdo da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de
TRCDA, PCDA para as diferentes de concentracbes de DBCM em funcdo do

Tempo.

Com o tempo houve aumento da RC para todas as concentragées de DBCM
(Figura 8), porém nao foi suficiente para que houvesse transigao colorimétrica das
suspensdes de TRCDA e PCDA. Nem o tempo de estudo e nem as concentragdes
foram o suficientes para que as moléculas do PDA interagissem com as do DBCM e
mudassem de cor. A quantidade de DBCM necessario para induzir a transicao das
vesiculas de TRCDA e PCDA provavelmente deve ser muito maior que 5000 pg-L™
de DBCM, ja que em preé-testes foram adicionados concentragdes puras do THM e
foi observada a mudanca de cor. Mas como o alvo da pesquisa seria a identificagao

do composto em agua potabilizada foram escolhidas concentragdes mais baixas.

6.4. Identificagao de Bromoférmio (BM) em agua por vesiculas de PDA

Na Figura 10, observam-se os valores de RC para as vesiculas de TRCDA,
PCDA e TRCDA+PCDA na presenca de BM. A interagao entre concentragdo de BM
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e tempo foi significativa (p<0,05), mostrando que quanto maior € o tempo e maior € a

concentracdo de BM adicionada, maior a porcentagem de RC.

A adicdo de agua contaminada com BM em vesiculas a base de PDA
aumentou a RC ao longo do tempo de estudo, mas ndo foram suficientes para
promover a transigcao colorimétrica. A RC é um parametro utilizado para mensurar a
porcentagem de moléculas de polidiacetieno que apresentou transicéo
espectrofotométrica em decorréncia de algum estimulo, neste caso a presenga de
BM ou as concentragdes estudadas nido foram capazes de promover a mudanca de

cor do azul para vermelho.

E importante ressaltar que o controle de todas as suspensdes de
TRCDA+PCDA, PCDA e TRCDA (vesicula com 0 ug-L™"' de THM) ndo apresentaram
mudancga de cor. Fator importante, visto que comprova que a mudanga de cor €
atribuida a presenca do THM e nao pelas condi¢gdes de pH, temperatura e forca
idnica utilizadas nesta etapa do estudo. Lembrando que para o estudo de cada THM

foi feito um controle pra todos os tipos de suspensbdes de vesicula.
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Figura 10. Variacdo da resposta colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas de
TRCDA, PCDA e TRCDA+PCDA para as diferentes de concentragdes de BM em

funcdo do tempo.

A analise dos THM em agua potabilizada geralmente é feita por cromatografia

gasosa (CG) empregando o detector por captura de elétrons, que é seletivo para

compostos que apresentam halogénios em sua estrutura. Como técnica analitica, a

CG depende da qualidade do preparo da amostra, solventes e equipamentos de alto

custo como o cromatdgrafo
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Com aplicacao dos sensores colorimétricos a base de vesiculas de PDA, seria
aumentado o acesso a analise desses compostos carcinogénicos e a possibilidade
de indicacao de possivel presenca e até mesmo da sua quantidade aproximada em
agua para consumo. Com isso, poderiam ser empregadas em analises de controle
de qualidade de agua em estacdes de tratamento de agua, industrias e até mesmo

na casa dos consumidores, como forma de prevengéao e controle dos THM.

6.5. Determinacao do potencial zeta das suspensdes na presen¢a dos THM ao

logo do tempo.

A avaliacdo do potencial zeta foi feita nas suspensdes de PCDA, TRCDA,
TRCDA+PCDA (pH 7 e 50 mmol.L™" de NaCl), em contato com agua contaminada
com TCM no momento de adigdo e ao longo do tempo de incubagéo a temperatura
de 40 °C em banho-maria. De modo geral a carga superficial inicial das vesiculas foi
negativa para todas as vesiculas e permaneceu assim, mesmo com a presenga dos
THMs. Logo a presenga dos THMs e sua interagdo ndo foram capazes de mudar a
carga superficial vesicular durante o tempo analise, permanecendo na faixa de -16,9
+1,5mVa-243+26mV.

O potencial zeta € um importante parametro fisico-quimico utilizado para
estimar a carga presente em superficies de particulas coloidais indicando assim, a
estabilidade desses sistemas e possiveis interagdes de particulas com outras
moléculas no meio (HEURTAULT, et al. 2003, ATTARD, et al.2000;)

O comportamento dos trés tipos de vesiculas (PCDA, TRCDA e
TRCDA+PCDA) com os quatros tipos de THM (TCM, DCBM, DBCM, BM) foram
semelhante. Tanto o tempo de estudo quanto a concentracdo de THM adicionada
nas suspensodes influenciou o potencial zeta das vesiculas de PDA. Com tudo néo foi
o suficiente para alterar a eletronegatividade das cargas da superficie das vesiculas.
Porém os valores do potencial zeta das suspensdes que tiveram contato com os
THMs diminuiram com a presencga de THMs, ficando mais eletronegativo em relagao
aos tratamentos controles. Mostrando mais uma vez que os THMs interagiram com
as cadeias de hidrocarboneto dos PDAs, levando em alguns casos a mudanga

colorimétrica das suspensoes.
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7. CONCLUSAO

A presenca do TCM, DCBM e DBCM provocaram a transigao colorimétrica
das vesiculas polidiacetilénicas, sendo a interagcdo entre os THMs foi dependente da
composicao das vesiculas. Nenhumas das trés suspensdes conseguiram mudar de
cor com a presenca do BM, permanecendo azuis durante todo tempo.

A presenga dos THMs ndao mudou a carga superficial das vesiculas,
permanecendo sempre negativo os valores do potencial zeta.

A vesicula de TRCDA+PCDA conseguiu identificar trés dos quartos THMs
estudados. Isso significa que os THM interagiram com as moléculas dos PDAs, e
que a jungao dos dois PDA potencializou a sensibilidade e capacidade de transi¢cao
colorimétrica.

E importante ressaltar a diferenca no tempo de identificacdo dos THMs em
agua, pois isso mostra que mesmo que a vesicula consiga avaliar a mudanga de cor
do azul para o vermelho para diferentes THM, os tempos podem ajudar a diferenciar
a presenga ou nao de cada contaminante na agua, e também a concentragao
esperada dos contaminantes em agua potavel. Estes resultados apontam a
potencialidade do uso destas nanoestruturas como sensores para detec¢cado desses

compostos em agua para consumo humano.
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CAPITULO 4

APLICAGAO DE VESICULAS DE PDA COMO BIOSSENSORES
COLORIMETRICOS PARA A DETECGAO DE Enterococcus faecium e

Escherichia fergusonii

1. RESUMO

A poluicdo da agua é um dos problemas mais graves e de longo alcance do mundo.
Mesmo em paises desenvolvidos, o acesso a agua potavel ndo contaminada nao é
absoluta, e as doencas infecciosas ocorrem. A qualidade da agua é um fator
importante na industria de alimento, pois ela utilizada tanto como consumo direto ou
como matéria prima. E controle de sua qualidade garante uma melhor qualidade de
vida e saude dos consumidores. O desenvolvimento de sensores utilizando
polimeros conjugados eficientes como matrizes de sensoriamento, tem recebido
atencdo consideravel nas ultimas décadas. Especialmente, os sensores de PDA
para a detecgdo de espécies biologicamente importante, tém sido intensamente
investigadas devido a sua resposta quanto a mudanga das propriedades
colorimétricas. Neste estudo, vesiculas de polidiacetieno foram usadas para
detectar a presenga de Enterococcus faecium e Escherichia fergusonii em agua
potabilizada para consumo humano. Foram desenvolvidas trés diferentes vesiculas:
PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA com adicao de fosfolipideos, na forma de
suspensao vesicular e também vesicula adicionada no meio de cultura em placas de
petri. Nos resultados nenhuma vesicula foi capaz de detectar E. faecium e das
vesiculas a que obteve melhor resposta colorimétrica para E. fergusonii foi a com os
dois PDAs. A suspensao de vesiculas contendo TRCDA+PCDA foi que apresentou
mudanca de cor somente para E. fergusonii, com o tempo de 12 h de incubagéo a 35
°C, em todas as concentragdes estudadas e também nas placas de petri apresentou
transicdo colorimétrica, porém no tempo de 8 h/ 35 °C. Podemos concluir, que tanto

sensor em suspensdo de vesicula quanto nas vesiculas em meio de cultura,
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possuem um grande potencial como aplicagdo com sensor colorimétrico para indicar

E. fergusonii em agua par consumo humano.

2. INTRODUGAO

A demanda por agua de boa qualidade tem-se acentuado muito nos ultimos
anos, devido ao crescimento populacional. Tanto nas bacias hidrograficas rurais
quanto nas urbanas, ocorrem atividades humanas indevidas, que alteram as
caracteristicas, o equilibrio e a dinamica dos recursos naturais.

Muitos dos contaminantes da agua levantam uma preocupagao consideravel
no aspecto microbiolégico, especialmente quando estdo acima dos valores
permitidos pela Portaria 2914/ 2011 do MS. Embora nos ultimos anos tenha havido
progressos substanciais no controle da qualidade da agua potavel, o acesso a agua
potavel ainda € um problema pertinente em saude publica. Mesmo em paises
desenvolvidos, o numero de casos de surtos de doencas por contaminacado de
bactérias patogénicas na agua potavel tem provado ser um problema recorrente
(Hodgson e Manus, 2006).

Os métodos validados pelas autoridades de saude os quais sao baseados na
detecgdo de micro-orgaismos indicadores causadores de doengas que estédo
atualmente sendo revista, desde o acontecimento de surtos de doencas entéricas
importantes. Métodos alternativos tém surgido para resolver dois problemas
principais: a resposta precoce na detecgao, tornando-se alerta a doses minimas de
bactérias infecciosas e a disponibilidade de dispositivos de alta tecnologia
adequadas para aplicagdo com um maior acesso e disponibilidade.

Métodos que permitam a identificagcdo simples e rapida desses contaminantes
tém sido estudados como intuito de desenvolver sensores que se podem apresentar
de diversas formas.

Por causa das propriedades emissivas e a reposta ambiental crémica,
compostos como polidiacetileno, tém sido particularmente atrativos para aplicacéo
em biossensores, permitindo investigar variagcbes ambientais tais como: mudancga de
pH, detectar a presenca de compostos quimicos, mudangas térmicas, estresse

mecanico, além de presenga de micro-organismos.
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Pesquisas tém demonstrado a diversidade de moléculas que podem ser
incorporadas em nanoestruturas auto-organizadas de PDA para atuarem como
moléculas receptoras de moléculas alvo, permitindo uma identificagdo simples e
rapida de compostos de interesse. Dessa forma, o uso de sensores colorimétricos,
como as vesiculas de PDA, torna-se uma alternativa as técnicas convencionais,

como cromatografia, contagem padrdo em placa e outras.

A agua contém, geralmente, diversos constituintes, os quais provém do proprio
ambiente natural ou foram introduzidos a partir de atividades humanas, como por
exemplo, a agricultura e a industria. Para qualificar uma agua potavel, sdo
determinados diversos parametros, os quais representam as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas. Esses parametros séo indicadores da qualidade da
agua e constituem impurezas quando alcangam valores superiores aos

estabelecidos para determinado uso.

Por isso, 0 uso de sensores colorimétricos pode ser uma alternativa simples,
pratica e rapida para deteccdo de micro-organismos em agua potabilizada para

consumo humano, avaliando sua qualidade microbioldgica.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Utilizar vesiculas de polidiacetileno para detectar a presenca dos micro-
organismos Enterococcus faecium e Escherichia fergusonii em agua potabilizada

para consumo humano.

3.2. Objetivos especificos
- Produzir suspensodes de vesiculas de PCDA, TRCDA E PCDA/TRCDA com adigao
de fosfolipideos para aplicagcdo como biossensor;

- Avaliar a especificidade das vesiculas de PCDA, TRCDA e PCDA na deteccao dos

micro-organismos em agua potabilizada;
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- Avaliar o potencial zeta, tamanho e resposta colorimétrica das vesiculas na
auséncia e na presenga dos micro-organismos;

- Determinar o valor de deteccdo das vesiculas para indicagdo colorimétrica dos
micro-organismos em agua;

- Desenvolver placas de petri contendo agar mais a suspensao de vesiculas, para

identificacdo dos micro-organismos.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes e micro-organismos

Monémeros de 10,12-acido pentacosadindico (PCDA) 97,0 % m/m
(Sigma®), 10, 12- acido tricosadindico (TRCDA) 298,0 % grau cromatografico
(Sigma®), esfingomielina (Aldrich), colesterol (Aldrich), cloroformio grau-HPLC
(Merck®), agua deionizada, dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) foram utilizados para
producao dos biossensores. Para as analises microbiologicas foram utilizados os
meios de cultura PCA e BHI (Difco™).

Neste estudo, foram utilizados os micro-organismos Enterococcus faecium e
Escherichia fergusonii, isolados da agua potavel e agua purificada do Departamento
de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa (TEODORO, 2013).

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Higiene Industrial
Microbiologia de Alimentos e no Laboratério de Embalagens, ambos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,

campus Vigosa - MG.

4. 2. Preparo das suspensodes microbianas

As culturas de Enterococcus faecium e Escherichia fergusonii, previamente
mantidas em tubos Eppendorf de 1 mL contendo BHI (Difco™) & temperatura de -
80 °C, foram ativadas por duas repicagens consecutivas em BHI e incubada a 37 °C

por 24 h até atingir a populacédo de 102 UFC-mL™.
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Para simular as concentragbes de cada micro-organismo na agua, foram
feitas diluicdes em agua deionizada esterilizada até atingir as concentracdes de 102,

10%, 10%, 10° e 106 UFC-mL™" para cada bactéria, separadamente.

4.3. Producgao das nanovesiculas a base de PDA

O sensor colorimétrico foi produzido de acordo com a metodologia proposta
por Pires et al. (2011). Na producgdo das vesiculas, foram utilizados os PDAs 10,12-
acido pentacosadindico (PCDA), 10, 12- acido tricosadindico (TRCDA). Para o
preparo das vesiculas de PDA/ES/CO, 1 mM de esfingomielina (ES), colesterol (CO)
foram solubilizados em 10 mL de cloroférmio, sendo o solvente removido por fluxo
de nitrogénio. Paralelamente, solugdo de PDA 1 mM foi preparado em 2 mL de
DMSO e aquecidas a 80 °C durante 15 min e entdo adicionadas ao filme lipidico
formado por ES e CO. O volume foi completado para 10 mL com agua Milli-Q. A
suspensao foi levada ao desruptor de células R2D091109 e, em seguida, filtrada em
fitro PVDF (Millipore®). Em seguida estocada a 4 °C por no minimo 10 h. As
suspensdes foram mantidas sob refrigeracdo (1012 °C) até o momento das analises

do experimento.

Utilizando os PDAs 10,12-acido pentacosadindico (PCDA), 10, 12- acido
tricosadindico (TRCDA) e os fosfolipidios ES + CO foram produzidas trés vesiculas
diferentes: PCDA, TRCDA, TRCDA+PCDA.

4.4. Resposta Colorimétrica (RC)

Para avaliar a interacdo entre as suspensdées com as diferentes
concentragbes de micro-organismos, utilizou-se espectro UV-Vis. Foram colocadas
1,5 mL de amostra em cubeta de quartzo e analisada no equipamento Shimadzu
UV-2550, a temperatura ambiente em uma faixa de comprimento de onda de 400 nm
— 700 nm. A resposta colorimétrica (RC) € um parametro que tem sido amplamente
utilizado para mensurar a porcentagem de moléculas de polidiacetiieno que
ocorreram transigdo espectrofotométrica em decorréncia de algum estimulo. A RC é
calculada por meio da obtencdo do espectro eletrbnico da suspensdo

polidiacetilénica na auséncia e na presenca da molécula de interesse.
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Para medir percentagem de conversao da cor azul para vermelho, calcula-
se a Resposta Colorimétrica, como parametro semi-quantitativo da alteracdo das

propriedades cromicas do polidiacetileno conforme Charych et al. (1993):

RC = {(AazuI/Aazul + Avermelho)a - [(AazuI/AazuI + Avermelho)d (AazuI/Aazul + Avermelho)a]} x100

Em que: Agzy = absorvancia a 640 nm e Ayermeino = absorvancia 540 nm; a e d valores

calculados antes e depois da mudanga de cor, respectivamente.

As vesiculas foram avaliadas antes e apdés a presengca dos micro-

organismos.

4.5. Medidas de tamanho por Espalhamento dinamico de luz e do Potencial

Zeta

O tamanho e o potencial zeta das suspensdes foram medidas a 25 ° C, com
a utilizagdo do equipamento de espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano
ZS90, Malvern). Cerca de 1 mL de suspensao vesicular pura foi colocada em cubeta
de quartzo e realizada a leitura de tamanho e posteriormente a leitura do potencial
zeta. Os resultados de cada amostra foram obtidos pelas médias das trés leituras

realizadas pelo equipamento.

4.6. Detecgao de micro-organismos em agua potabilizada

Foi adicionado nos tubos um volume de 1:1 de suspensdo vesicular e
amostras de agua contendo inoculo bacteriano e depois incubadas em BOD a 37 °C,
que € a temperatura oOtima de multiplicagdo dos micro-organismos testados.
Amostras de cada tipo de suspensao de PDA contendo as aguas contaminadas
foram retiradas de tempos em tempos para serem avaliados quanto a RC, o

tamanho e o potencial zeta.
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4.7. Avaliacao da RC de vesiculas de PCDA, TRCDA e PCDA/TRDCA em gel

vesicular a base de PCA, na deteccao microbiana

A suspensao das vesiculas prontas e irradiadas (item 4.3) foi adicionada em
placas contendo PCA previamente preparado, a temperatura de 40 °C. A mistura

numa proporcao de 2:1 de PCA/vesicula foi vertida em placas de Petri esterilizada.

Volumes de 0,1 mL diferentes concentracdes de E. faecium e E. fergusonii
preparadas em agua esterilizada (10°, 10°, 10% 10° 10? UFC-mL") foram
adicionados em ao gel vesicular de PDA. Como controle foi utilizado 0,1 mL de agua
deionizada esterilizada. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h, sendo que
a cada 6 h foi realizada uma analise colorimétrica em espectrometro de ColorQuest
XE para obtengado dos parametros a* e b*, visando avaliar a transi¢do colorimétrica.
Disponivel no Laboratério de Embalagens do departamento de Tecnologia de

Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

Valores do angulo de tonalidade e da diferenca total (global) de cor (AE*)
foram avaliados segundo RAMOS e GOMIDE, 2009.

Grafico 1: Angulo de tonalidade (RAMOS e GOMIDE, 2009)
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As analises do experimento foram conduzidas em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com dois micro-organismos, seis concentracoes
diferentes de bactérias e trés tipos de vesiculas, em trés repeticbes. Os
resultados foram analisados por meio de analise de variancia ao nivel de 0,05 de
probabilidade e teste de média Tukey, quando se aplica, com o auxilio do

programa Minitab.

6. RESULTADOS E DISCURSOES

6.1. Avaliacdo das suspensdes de vesiculas de PDA na presenca de

micro-organismos

A maior porcentagem de RC foi observada na suspenséo da vesicula de
TRCDA+PCDA na presenca dos micro-organismos, mostrando que a associagao
dos dois polidiacetilenos potencializou a interacdo e sensibilidade do sensor
colorimétrico. Houve aumento da transi¢cao colorimétrica em concentracbes mais
baixas do contaminante e em um tempo menor de contato.

Houve interacdo significativa entre o tipo de micro-organismo e o tempo
(p=0,05), mostrando que a bactéria e o tempo de contato influenciaram na mudancga
de cor do sensor a base de TRCDA+PCDA.

Por meio de analises usando espectrofotometria UV-Vis, observou-se que o
aumento da concentracdo de E. fergusonii, em agua (10> UFC'mL" para 10°
UFC-mL™") ocasionou um aumento gradual do pico a 540 nm no espectro de
absorcao da suspensdao de TRCDA+PCDA, o comprimento de onda no qual,
responsavel pela cor vermelha. Consequentemente, uma diminuicdo no pico a

640 nm, comprimento de onda responsavel pela cor azul.

Para a maior concentracdo de 10° UFC-mL™" de E. fergusonii, observa-se a
transicao colorimétrica do azul para o vermelho, apresentando RC média de
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10,5 % + 1,0 apos 6 h de incubagdo a 35 °C. As demais concentragdes contendo o
micro-organismo, apresentaram mudanga de cor apds 12 h de incubagio a 35 °C,
como pode ser observados na Figura 1. Esses resultados sao perceptiveis

visualmente sem utilizacdo de técnicas analiticas (Figura 1).

Escherichia fergusonii
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EE 10° UFC/mL
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Figura 1. Valores da Resposta Colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas

TRCDA+PCDA na presenga agua inoculada com Escherichia fergusonii, em

diferentes concentragdes ao longo do tempo.

Como biossensor colorimétrico com TRCDA+PCDA poderia ser aplicado
para detectar a presenca de bactérias patogénicas como a E. fergusonii em agua
para consumo, sendo que ele iria conseguir detectar a concentracdo de
10° UFC'mL™" a partir de 6 h e contendo 102 UFC-mL™" a partir de 12 h . Esse valor é
importante ja que é menor do que o exigido pela portaria 2914/2011, onde o valor
maximo permite para contagem de bactérias heterotroficas € de 5,0x10%2 UFC-mL"™"
(BRASIL, 2011). A contagem de bactérias heterotroficas consiste na determinagéo
da densidade de bactérias que sao capazes de produzir unidades formadoras de

colénias (UFC), na presenga de compostos organicos contidos em meio de cultura
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apropriado, como o agar para contagem-padrao, em condi¢des preestabelecidas de
incubacgéo, ou seja, 35,0 £0,5 °C por 48 h (CONAMA, 2005).

A interacdo entre bactéria e vesicula pode ter sido intermediada pelos
flagelos, fimbria e ou pili frequentemente presentes no género Escherichia, e em
outras bactérias gram-negativas (Su et al, 2005). De acordo com os autores, a
presenca do colesterol e a esfigomielina favorece a transicéo colorimétrica, uma vez
que eles auxiliam na interagdo da bactéria com o polidiacetileno. Estas mudancgas
provocam uma transi¢cao colorimétrica rapida do polimero do azul para o vermelho,

passando a absorver a luz no comprimento de onda de 540 nm (SONG et al., 2002).

Boullanger et al. (2008) desenvolveram vesiculas de PDA incorporadas
com glicolipidios e observaram que na presenga E. coli sao capazes de se ligar ao
glicolipidio. Esse reconhecimento na interface vesicular resultou na mudanga de cor
de azul para vermelho.

Pires et al. (2011) sintetizaram vesiculas de acido 10,12-pentacosadindico
(PCDA) contendo N-[(2-tetradecanamida)-etil]-ribonamida (TDER) para determinar a
resposta colorimétrica induzida por bactérias patogénicas (Staphylococcus aureus e
E. coli). A adigao dos sobrenadantes bacterianos causou uma transi¢cao colorimétrica
nas vesiculas de PCDA/TDER, mesmo em baixas concentragdes, indicando que a
interacdo quimica ocorre entre as vesiculas e os substratos bacterianos. Os
substratos de S. aureus induziram uma maior mudancga de cor quando comparados
aos substratos de E. coli. As vesiculas de PCDA/TDER mostraram grande potencial
para serem utilizados como biossensor pra detectar patégenos.

Para os tratamentos, com E. faecium (Figura 2), ndo foi observado
visualmente a mudanca de cor para nenhuma das concentragées incubadas a 35 °C,
permanecendo azul durante as 24 h de estudos. Pode-se concluir que neste periodo
nao houve interacdo entre as moléculas de PDA e micro-organismo ou que a
interacdo nao foi suficiente para causar uma perturbacdo nas vesiculas e promover

um rearranjo de suas cadeias, levando assim a uma mudanca de cor.
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Figura 2. Valores da Resposta Colorimétrica (RC) da suspensao de vesiculas
TRCDA+PCDA na presenga agua inoculada com Enterococcus faecium em

diferentes concentragbes ao longo do tempo.

Analisando o tempo de 12 h de incubagao (Figura 3), pode-se comparar a
RC das vesiculas para os dois micro-organismos e para a vesicula controle. Nota-se
pelos valores de RC que, para todas as concentragdes de E. fergusonii, que a média
foi maior que 10 %, valores nos quais se pode observar visualmente, a transicao
colorimétrica para o vermelho. O contrario do que se observou para o E. faecium,

que apresentou valores bem abaixo de 10 %, ndo apresentando mudanca de cor.
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Figura 3. A) Vesicula TRCDA+PCDA com as diferentes concentracbes de
Escherichia fergusonii durante 12 h de incubacédo e B) Vesicula TRCDA+PCDA com

as diferentes concentragdes de Enterococcus faecium durante 12 h de incubagéo.

Observa-se na Figura 3, no tempo de 6 h de incubagao pode-se visualizar a
cor vermelha para o inéculo de 10° UFC-mL™ de E. fergusonii e apés 12 h em
temperatura de 35 °C tem-se a mudanca de todas as concentragdes de indculo
bacteriano a partir de 10> UFC-mL™. Durante todo o tempo de incubagdo os
tratamentos contendo E. faecium, como podem ser observados permaneceram
azuis, inclusive os controles com apenas agua deionizada esterilizada.

Mostrando claramente e visualmente a sensibilidade e a especificidade da
vesicula a base de TRCDA+PCDA para detecgdo do micro-organismo E. fergusonii
em niveis a partir de 10> UFC-:mL™, com grande potencial para fabricacdo e
aplicacdo de biossensor para avaliagdo da qualidade de agua para consumo

humano.
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A Figura 4 ilustra a transigao colorimétrica de vesiclas de TRCDA com as
solucdes de 10° UFC'mL" de E. faecium e 10° UFC-mL" de E. fergusonii,
respectivamente. Foi verificada apenas uma transigcado de cor do azul para roxo para
a bactéria E. fergusonii com uma RC média de 8,9 % £ 1,2. Isso significa que de
alguma forma, a presenga do micro-organismo promoveu modificacées da estrutura
do TRCDA, fazendo com que ocorresse a mudanga para a cor roxa. O espectro
eletrénico associado a coloragdo roxa da suspensao vesicular € uma combinacio
entre os espectros eletrénicos das vesiculas que ainda estdo na forma azul e os
espectros eletrbnicos das vesiculas que ja se alteraram para a cor vermelha
(POTISATITYUENYONG et al., 2008).

A porcentagem de RC para E. faecium foi de 4,4 % % 0,8, valores bem
abaixo de 10 % no qual n&o se observa mudanga colorimétrica, isso indica que as
moléculas do TRCDA nao conseguiram interagir com bactéria ao ponto de ocorrer

uma perturbagio em sua estrutura e promovesse a mudanga de cor.

Figura 4. Suspenséao de Vesiculas de PCDA com: A) Controle inoculado com 100 pL
de BHI; B) inoculado com 100 pL de 10° UFC-mL™" de Enterococcus faecium durante
24 h de incubagdo a 35 °C; C) inoculado com 100 pL de 10° UFC-mL" de

Escherichia fergusonii durante 24 h de incubagao a 35 °C.

Depois de se inocular nas vesiculas PCDA as agua contendo as bactérias,
ndo foi observado transigdo colorimétrica durante 24 h de incubacdo a 35 °C.
Durante esse periodo a RC das vesiculas aumentaram muito pouco sendo
insuficiente para haver alteragao de cor. Isto nos indica que o PCDA tem uma baixa
sensibilidade para as bactérias ou, em outras palavras, os compostos libertados a
partir das células bacterianas nao foram suficientes para alterar a conformacao das
cadeias poliméricas PCDA e fazer com que a transi¢ao espectrofotométrica (Figura
5).
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Figura 5. Suspenséao de Vesiculas de PCDA com: D) Controle inoculado com 100 uL
de BHI, E) inoculado com 100 L de 10° UFC-mL™" de Escherichia fergusonii durante
24 h de incubagdo a 35 °C, F) inoculado com 100 pL de 10° UFC-mL™' de

Enterococcus faecium durante 24 h de incubagéo a 35 °C.

A vesicula de TRCDA teve uma maior RC em relagao a PCDA na presenca
das bactérias, o que pode ser explicado pela sua menor estrutura. Os mondmeros
TRCDA e PCDA possuem mesma cabeca carboxilica, mas o comprimento da cauda
de hidrocarbonetos do TRCDA é mais curta, com duas cadeias de hidrocaboneto a
menos. Isto afeta as forcas de interagdes dentro das bicamadas das vesiculas,
indicando um maior rearranjo desse segmento (CHAROETHAI, 2011). Isso faz com
que o TRCDA apresente uma transicdo colorimétrica com maior magnitude em
comparacao ao PCDA. Essa melhor perfomance do TRCDA em relacdo ao PCDA

pode ser observado na Figura 6.

12

I Vesicula de TRCDA
[ Vesicula de PCDA

RC (%)

controle E. faecium E. fergusonii

Tempo de 24 horas de incubagao

Figura 6. Variagao da resposta colorimétrica (RC) das suspensdes de vesiculas de
PCDA e de TRCDA inoculadas com 100 pL de 10° UFC-mL" de Enterococcus

faecium e Escherichia fergusonii e o controle apds 24 horas a 35 °C.
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A porcentagem de RC é uma ferramenta que permite a quantificagdo das
transi¢coes colorimétricas, fornecendo proporgéo de vesiculas que estdo sob a forma
azul em relacdo a estruturas que mudaram pra forma vermelha
(POTISATITYUENYONG et al. 2008).

Deve-se ressaltar a auséncia de mudanca de cor das vesiculas controles
de TRCDA e PCDA, mostrando que tanto a agua deionizada e quanto a temperatura
de incubacdo de 35 °C n&o foram capazes de alterar a cor das vesiculas, o que
indica que quando ocorreu mudanga de cor nas suspensdes vesiculares, esta foi

causada pelo reconhecimento dos polidiacetilenos com substratos bacterianos

6.2. Avaliagcao do tamanho das vesiculas de PDA na presengca dos micro-

organismos em agua

Para avaliar as caracteristicas estruturais das suspensdes de vesiculas, o
tamanho médio foi medido por dispersao de luz, somente para a vesicula que houve
a transicdo completa de cor do azul para o vermelho que neste caso foi a de
TRCDA+PCDA.

De acordo com as Tabelas 1 e 2, verificou-se que em todos os tratamentos
contendo micro-organismos, houve um aumento no raio hidrodinamico, comparando
com o tratamento controle. Provavelmente o aumento esta relacionado a
desestruturagcéo da superficie das mesmas. Com uma maior ionizagdo dos grupos
carboxilicos dos polidiacetilenos ocorre uma desestabilizagdo na superficie vesicular
e, consequentemente, no interior hidrofébico da vesicula, deixando-a menos estavel,
isto €, com um maior conteudo de energia. O tamanho da vesicula é aumentado

buscando reduzir seu conteudo de energia, tornando-a, portanto, mais estavel.
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Tabela 1. Valores do Diametro Hidrodindmico (nm) da suspensao de vesiculas
TRCDA+PCDA/CO/ES na presencga agua inoculada com Escherichia fergusonii em
diferentes concentragdes ao longo do tempo.

Diametro Hidrodindmico (nm)
Tempo Controle 10? 10° 10* 10° 10°
(horas) ] ; 1 1 1
UFC-mL" UFC-mL" UFC-mL" UFC-mL" UFC-mL"
0 338,9123,2 1404 + 44,3 1792 + 34,5 962,3+21,1 982,1+421 12191423
6 462,11+ 12,6 1316 +56,9 1589 + 56,2 1005+22,1 824,8+355 10231345
12 542,8 +34.7 1141 54,0 1115 + 68,7 838,8+47,9 939,8+71,2 1302+29,9
24 620,8 £24,3 1157 £ 33,2 1462 + 87,3 880,4£68,4 983,9+23,1 929,1+ 39,5

Tabela 2. Valores do Diametro Hidrodindmico (mm) da suspensao de vesiculas
TRCDA+PCDA/CO/ES na presenga agua inoculada com Enterococcus faecium em

diferentes concentragdes ao longo do tempo.

Diametro Hidrodinamico (mm)
Tempo Controle 10° 10° 10* 10° 10°
(horas) ] 1 1 1 1
UFC-mL UFC-mL’ UFC-mL UFC-mL" UFC-mL
0 3389+446 580,4+30,2 7255+264 4975+894 959+17,9 1139+11,9
6 462,1+ 35,7 712,5+20,7 724 + 29,8 777,7+34,8 1039+28,3 1215+28,4
12 542,8 57,2 864,2+ 224 827 £ 32,1 867,5+23,6 922,4+19,9 14494+ 231
24 620,8 +20,1 1147 +34,9 879,5+34,9 904,9+221 1173+36,0 1646,2+ 10

A interagao foi significativa (p=0,05) entre o tipo de bactéria e o tempo de
contato. Logo o micro-organismo influenciou concomitantemente com o tempo no
tamanho das vesiculas, que apresentaram maiores tamanhos na concentragao 10°
UFC:mL" de E. fergusonii no tempo inicial (1792 mm + 34,5) e 6 horas (1589 mm +
56,2)) e o 10° UFC-mL™" de E. fergusonii € no tempo inicial (1404 mm * 44,3).
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Enquanto que os menores tamanhos foram na presenca de 10?2 UFC-mL™" de E.
faecium no tempo inicial de 580,4 mm % 30,2. As demais concentragées dos micro-

organismos e os tempos encontram-se em tamanhos intermediarios.

6.3. Avaliagcao do potencial zeta das vesiculas de PDA na presenca dos
micro-organismos em agua

As analises do potencial zeta da suspensao de vesiculas foram realizadas
somente para a vesicula em que houve a transicdo completa de cor do azul para o
vermelho que neste caso foi a TRCDA+PCDA.

A suspensado de vesiculas TRCDA+PCDA apresentaram valores sempre
negativos de potencial zeta em todas as concentragcbes, mostrando que essas
vesiculas apresentam superficie externa com predominéncia de cargas negativas
nas condi¢des testadas (Figuras 7 e 8). O potencial zeta de particulas em suspensao
constitui uma propriedade termodinamica das particulas como resposta a acao de
um campo elétrico aplicado. A presenga de cargas na superficie externa e a sua
magnitude influenciam os processos dinamicos das estruturas na suspenséo.

O potencial zeta dos tratamentos n&o variou significativamente (p<0,05)
entre os tratamentos. Observa-se que valores do potencial zeta da suspensao
incubada a temperatura de 35 °C apresentaram pequenas variagdes em modulo nos
valores em cada concentragcdo dos micro-organismos estudados. Observou-se que o
controle permaneceu dentro da faixa de estabilidade -39,3 mV = 1,4 a -30,5 mV %
0,3. O potencial zeta € um indicador util do valor da carga da superficie da vesicula e

pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes

O tratamento controle durante o estudo ocorreu uma diminuigdo das cargas
negativas, ja os tratamentos contendo E. faecium houve um aumento das cargas
negativas na superficie externa, mostrando que os substratos bacteriano contribuiu
para aumentar negativamente o potencial zeta. Quanto maior o potencial zeta
provavelmente mais estavel sera a suspensdo, ou seja as particulas carregadas se

repelem umas as outras e essa for¢a supera a tendéncia natural a agregagéo.
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Para os tratamentos com as concentragées de E. faecium (Figura 7), os
valores permaneceram dentro da faixa de estabilidade ou bem proximo, néo
afetando a estabilidade da suspenséo ja que, ndo houve uma interagdo da vesicula
com micro-organismo permanecendo a vesicula na coloragdo azul durante todo o

tempo de estudo.

Enterococcus faecium
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Figura 7. Pontencial Zeta da suspensdo de vesiculas de TRCDA+PCDA na
presenga agua contaminada com Enterococcus faecium em diferentes

concentragdes ao longo do tempo.

A interagdo das vesiculas com E. fergusonii, promoveu a transigao
colorimétrica do azul para o vermelho, isso por sua vez alterou o potencial da
suspensdo, levando-o a uma faixa de instabilidade da suspensido. Os valores
negativos significam que a suspensao vesicular apresentou predominancia de

cargas negativas na superficie externa (Figura 8).
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Escherichia fergusonii
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Figura 8 . Potencial zeta da suspensao de vesiculas de TRCDA+PCDA na presenca
agua contaminada com Escherichia fergusonii em diferentes concentragdes ao

longo do tempo.

Os valores estao dentro da faixa de £ 30 mV que é considerada a fronteira
entre suspensdes estaveis e nao estaveis, uma regido onde a repulsao
eletrostatica é menor, podendo haver uma maior agregagado entre as vesiculas
(Zetasizer Nano Series, 2004). As vesiculas com pouca ou nenhuma carga
possuem pouca resisténcia a tendéncia natural de se agregarem. Com a
formacao de pequenos aglomerados que, por sua vez, se agregam em flocos
maiores que liquidam rapidamente ou formam uma matriz interligada sao capazes
de alterar as caracteristicas fisicas da suspensdo. Ao adicionar a suspensao
contendo Escherichia fergusonii, ocorreu uma modificagdo no ambiente da
suspensao alterando as cargas superficiais do sistema coloidal. Com isso ocorreu
uma diminuiu da forga de resisténcia, promovendo agregacao das particulas,

consequentemente, aumentando o tamanho das vesiculas (tabela 1).
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Verificou-se com este estudo, que a adigdo da agua deionizada a
suspensao vesicular biossensora nao induziu a transi¢ao colorimétrica, enquanto a
presenca da suspensao bacteriana com E. fergusonii levou a alteracédo da cor de
azul para rosa, indicando que as vesiculas de TRCDA+PCDA reconheceram o
micro-organismo. Esses resultados mostram que a suspensao de vesicula
TRCDA+PCDA obteve uma especificidade para a bactéria E. fergusonii, em relagéo
aos micro-organismos testados. Essa especificidade € uma importante caracteristica
para um sensor para qualidade de agua, que € o objetivo de desenvolvimento desse
estudo.

Esses resultados mostram que a suspensido de vesicula
TRCDA+PCDA/CO/ES obteve uma especificidade para a bactéria E. fergusonii, em
relacdo aos micro-organismos testados. Essa especificidade € uma importante para
que ao realizarmos a analise de uma amostra de agua, se essa amostra estiver
contaminada com esse micro-organismo, conseguiremos detectar com a suspensao

de vesiculas e poderemos afirmar que possivelmente seja E. fergusonii.

6.4. Avaliagdo da mudancga de cor das vesiculas em meio de cultura

Depois de se inocular nos géis de vesiculas de PCDA e de TRCDA as
amostras de agua com as bactérias, ndo se observou uma transi¢ao colorimétrica
durante 24 h de incubacao a 35 °C. Isto nos indica que o PCDA e o TRCDA estando
separados e em meio de cultura tiveram uma baixa sensibilidade as bactérias, ou em
outras palavras, os compostos libertados a partir das células bacterianas nao foram
suficientes para alterar a conformacao das cadeias poliméricas dos PDAs e fazer

que ocorresse a transicéo espectrofotométrica (Figura 9).
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Figura 9. Placas contendo PCA+suspensao vesicular + inoéculo apés 24 h de
incubagao. A) controle PCDA com adigdo de agua esterilizada; B) PCDA contendo
10° UFC- mL" de Enterococcus faecium; C) PCDA contendo 10° UFC-mL™" de
Escherichia fergusonii; D) controle TRCDA com adicado de agua esterilizada; B)
TRCDA contendo 10° UFC-mL™" de Escherichia fergusonii: C) TRCDA contendo 10°

UFC-mL™" de Enterococcus faecium.

Através do angulo de tonalidade (h*), pode-se estimar a posigcdo de uma
amostra no sélido de cor. Esse angulo é definido pela formula: h*= arctan (b*/a*). O
sélido de cor é dividido em quadrantes sendo que a cor verde (100° a 200°) e o
vermelho (330° a 25°) (RAMOS e GOMIDE, 2009). Os valores do angulo de
tonalidade tanto do controle quanto com os micro-organismos foram acima de 180°,
ficando dentro do quadrante da cor verde (100° a 200°) desde o tempo inicial (Oh)
até o tempo final (24 h), ndo ocorrendo transigdo colorimetrica (RAMOS e GOMIDE,
2009).

A mudanca ou a percepgao das cores pode ser ainda avaliada pela
diferenca total (global) de cor (AE) (RAMOS e GOMIDE, 2009), ocorrida apés um

tratamento ou um estimulo, sendo definida como:

AE = W/(AL)? + (Aa*)? + (Ab¥)?

Com um AE = 2 para as vesiculas controle de PCDA e TRCDA e também
para cada uma dela com os micro-organismos, confirma mais uma vez que nao
ocorrendo transigcéo colorimetrica (RAMOS e GOMIDE, 2009).

Para as placas de PCA+suspensao de vesiculas incubadas com diferentes
concentragdes de E. fergusonii, ocorreu mudanga de cor ao longo do tempo de

incubagao. Pode ser visto, pelos resultados de h* e AE (Figura 10 e Tabela 3) que o
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angulo de tonalidade passou do quadrante da cor verde (100 ° a 200°) para o
quadrante pertencente a cor vermelha (330° a 25°) (RAMOS e GOMIDE, 2009).
Essa mudanga de cor ocorreu em todas as concentragbes do micro-organismo so
que com tempos diferentes, sendo a concentragao de 10° UFC-mL™ apds 8 h de
incubacdo com h* de 1,30° (Figura 10); 10° UFC-mL™" e 10* UFC:-mL™" apds as 12 h
com h*de 1,32° e 1,35°, respectivamente e 10> UFC-mL™" e 10 UFC-mL™" apos as 22

h com h*de 1,38° e 1,40°, respectivamente.

Escherichia fergusonii

270

Controle

10° UFC. mL"
10° UFC. mL”
10* UFC. mL"
10° UFC. mL"
10 UFC. mL™"

EEp>qO®

Figura 10. Valores do angulo de tonalidade (h* em grau) das placas de PCA+
suspensao de vesiculas TRCDA+PCDA/CO/ES inoculadas com agua contaminada
com Escherichia fergusonii e controle em diferentes concentragdes, incubadas por
35 °C durante 22 h.

A transigcao colorimétrica do verde para o vermelho das placas contendo E.
fergusonii, pdde ser percebida sem a utilizagdo de métodos analiticos, mas também
foi verificada através do AE. Sendo os valores apds a mudancga de cor para vermelho
ficando na faixa de percepg¢ao muito clara (3,0 a 6,0) a percepgao bastante clara (6,0

a 12,0) segundo a tabela (RAMOS e GOMIDE, 2009) sendo que valores maiores
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que 5 sao considerados facilmente perceptiveis aos olhos humanos. Fator
importante ja que é objetivo da pesquisa € o desenvolvimento de um método
colorimétrico, que neste caso nao precisaria do uso de um equipamento sofisticado

ou de uma pessoa treinada.

Tabela 3. Valores da diferenga total (global) de cor (AE*) das placas de PCA mais
suspensao de vesiculas TRCDA+PCDA/CO/ES inoculadas com agua contaminada
com Escherichia fergusonii em diferentes concentragbes, incubadas por 35° C
durante 22 h.

AE
Tempo 10° 10° 10* 10° 10°
(horas)  Controle UFC'mL"' UFC-mL' UFCmL' UFC-mL' UFC-mL
0 0 0,3 0,62 0,8 0,55 0,57
8 0,05 0,69 1,34 0,71 1,81 9,6
12 0,93 3,1 3,5 3,36 9,31 9,01
16 1,35 9,59 2,98 8,94 8,65 8,7
22 1,67 8,9 9,68 9,16 9,08 8,86

Figura 11. A) placa controle com PCA+ suspensdao de vesiculas
TRCDA+PCDA/CO/ES com adicao de agua esterilizada e B) placa PCA+ suspenséao
de vesiculas TRCDA+PCDA/CO/ES contendo 10° UFC:mL" de Escherichia

fergusonii apés 8h de incubacgao.

Esses resultados mostram que a vesicula TRCDA+PCDA/CO/ES em agar
PCA obteve uma especificidade em relagdo a bactéria E. fergusonii, provavelmente
com a multiplicagdo do micro-organismo no meio de cultura ocorreu uma interagao

através da formagao de pili e flagelos, promovendo uma modificagdo estrutural do
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PDA, levando a mudanca de cor. Essa especificidade €& uma importante
caracteristica para um sensor.

A partir dos resultados descritos acima e em estudos publicados por outros
autores (MA et al 2002; SILBERT et al 2006), podemos dizer que a transigao de cor
azul-vermelho observado na matriz de agar, provavelmente esta relacionada
diretamente com a difusdo de substancias secretadas pelas bactérias durante a
multiplicagéo.

Vilalobos et al, (2012) viram que transicées de cor de azul para vermelho
foram causadas pela multiplicagdo bacteriano a 35°C de E. coli em agar. Os
resultados mostraram que as vesiculas TRCDA/DMPC/Triptofano reagiram em 4 h
utilizando uma concentragdo de 10" UFC - mL™" de E. coli e S. Typhimurium.

Tanto para o controle de TRCDA+PCDA e para os tratamentos com E.
faecium os valores foram acima de 180° (Figura 12), ficando dentro do quadrante
da cor verde (100°a 200°) desde o tempo inicial (O h) até o tempo final (24 h), ndo
ocorrendo transigdo colorimetrica (RAMOS e GOMIDE, 2009). A cor verde das
placas se da pela combinagdo do meio de cultura PCA que é de cor amarela e a
vesicula TRCDA+PCDA da cor azul e que quando se misturam ficam com a
tonalidade verde.

Pelo grafico (Figura 12), em graus, percebe-se que nao ocorre mudanga de
cor durante as 22 h de estudo. Os pontos ficaram no mesmo lugar, durante os

tempos de leitura.
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Enterococcus faecium
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Figura 12. Valores do angulo de tonalidade (h* em graus) das placas de PCA+
suspensao de vesiculas TRCDA+PCDA inoculadas com &gua inoculada com
Enterococcus faecium e controle em diferentes concentragdes, incubadas por 35 °C
durante 22 h.

O AE causado pela interagao vesicula e micro-organismo, foi de 0,26 a
1,56, estando na faixa de 0,2 a 1,5 que é muito pouco perceptivel ou pouco
perceptivel, pela analise subjetiva da diferenga da cor (RAMOS e GOMIDE, 2009).
Mostrando mais uma vez a nao alteracédo de cor ao longo do tempo e a pouca

interacéo do E. faecium e as moléculas de PDA (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores da diferenga total (global) de cor (AE*) das placas de PCA+
suspensao de vesiculas TRCDA+PCDA inoculadas com agua contaminada com
Enterococcus faecium e controle em diferentes concentragdes, incubadas por 35 °C
durante 22 h.

AE
Tempo 10° 10° 10* 10° 10°
(horas)  Controle UFC-mL"' UFC-mL' UFC-mL' UFC-mL' UFC-mL"
0 0 1,52 0,89 0,49 1,05 0,87
8 0,05 2,19 2,4 1,17 1,56 1,62
12 0,93 1,12 0,83 0,14 1,28 0,96
16 1,35 1,05 0,6 0,26 1,09 1,22
22 1,67 1,22 0,7 0,37 1,51 0,98

A suspensao de vesicula com TRCDA+PCDA adicionada ao meio de
cultura obteve uma maior sensibilidade e uma resposta a transicdo de cor em
relacdo a suspensédo vesicula com TRCDA+PCDA pura, provavelmente foi devido a
maior quantidade de vesicula presente na placa (10 vezes maior) em relagdo a do
sensor em suspensao e também outro fator que se deve considerar é a presenca do
meio de cultura nas placas que oferece nutriente e condigbes de crescimento dos
micro-organismos. Sendo que para ambos 0s casos em que se encontra a
suspensdo de vesicula, foram mais rapidos que os métodos tradicionais de
identificacdo de micro-organimos em agua, tais como NMP ou placa de contagem de

agar.
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7. CONCLUSOES

A suspensdo de vesiculas contendo PCDA ndo houve transigao
colorimétrica para ambos os micro-organismos testados durante todo tempo de
incubagcdo nenhuma das concentragdes estudadas. Ja a suspensdo com TRCDA foi
verificada apenas uma transicdo de cor do azul para roxo para a bactéria E.
fergusonii.

A suspensédo de vesicula TRCDA+PCDA obteve uma RC maior para
Escherichia fergusonii do que para Enterococcus faecium, havendo transicao
colorimétrica apenas para primeira bactéria, com o tempo de 12 h de incubagéo a 35
°C, em todas as concentragbes estudadas, sendo mais rapido que os testes
convencionais.

Quanto ao tamanho das vesiculas, verificou-se que em todos os
tratamentos contendo micro-organismo, aumentaram o diametro hidrodinamico,
mediante a presencga de micro-organismo, comparando com o tratamento controle. A
adicdo da agua com as bactérias alterou os valores do potencial zeta da suspensao
de vesiculas, porem os valores continuaram sendo negativos.

A suspensao de vesicula de TRCDA+PCDA em meio de cultura também
obtiveram mudanga de cor de verde para vermelho na presenga de Escherichia
fergusonii com um tempo minimo de 8 h e ndo mudou de cor para o0 micro-
organismo Enterococcus faecium durante 22 h de incubagéo a 35 °C.

Podemos concluir, que a vesicula de TRCDA+PCDA tanto como sensor na
forma de suspensdo quanto em meio de cultura, possuem um grande potencial
como aplicagao com biossensor colorimétrico para indicar Escherichia fergusonii em

agua para consumo humano.
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CONCLUSAO GERAL

As vesiculas de PCDA, TRCDA e TRCDA+PCDA foram sensiveis as diferentes
condigbes testadas, sendo os valores de pH 8 temperatura de 45 °C e a concentragédo
de acima de 50 mmol-L™" de NaCl, foram as condigdes minimas em que ocorreram a
transicao colorimétrica para todas as suspensodes de vesiculas.

A presenca do TCM, DCBM e DBCM provocaram a transigado colorimétrica
das vesiculas polidiacetilénicas, sendo a suspensdao TRCDA+PCDA a que
conseguiu identificar trés dos quartos THMs estudados.

Dos micro-organismos somente Escherichia fergusonii foi a que provocou a
transicao colorimétrica das vesiculas, sendo que tanto a suspensdo pura quanto
suspensao de vesicula em meio de cultura de TRCDA+PCDA foi a obteve a maior
RC e a que mudou de cor com todas as concentragdes estudadas da bactéria, em
um tempo menor de analise que os testes convencionais.

Mediante os resultados acima, os PDAs podem ser considerados sistemas
promissores para o desenvolvimento de sensores colorimétricos para a identificacéao
simples e rapida de compostos de interesse. Muitas pesquisas e estudos devem ser
feitos para entender melhor o comportamento dos sensores de PDA e melhorar a

sua especificidade.
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