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RESUMO

Bactérias eletroquimicamente ativas possuem a capacidade de transferir eletrbes
extracelularmente, durante a respiracao celular. Esta caracteristica tem sido atualmente explorada para
aplicacéo na produgéo de eletricidade, tratamento de aguas residuais, biorremediagdo e em diversas
areas da biotecnologia, onde a transferéncia eletronica ocorre na presencga de aceitadores insolUveis
(tais como, 6xidos metalicos e anodos metalicos). Contudo, o nimero de espécies identificadas,
isoladas e caracterizadas até a data é bastante reduzido. Os métodos atualmente disponiveis para
detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas sdo morosos, dispendiosos e complexos de operar,
tornando-se necessario o desenvolvimento de outros métodos mais rapidos, simples e menos
dispendiosos que auxiliem na otimizacdo das aplicacdes mencionadas. O objetivo principal deste
trabalho foi o desenvolvimento de um sensor colorimétrico de papel utilizando um material
eletrocrémico, trioxido de tungsténio, como camada ativa para a detecdo destas bactérias. Para isso,
foram definidos no papel pogos delimitados por barreiras hidrofébicas, através da impresséo e difuséo
de uma camada de cera. As véarias amostras de nanoparticulas de WOs, sintetizadas por um método
hidrotermal assistido por micro-ondas, foram depositadas nos po¢os por drop casting. As
nanoparticulas com estrutura cristalografica hexagonal, impregnadas no sensor de papel, foram
capazes de detetar com sucesso uma bactéria eletroquimicamente ativa, Geobacter sulfurreducens,
desde uma fase de crescimento bastante inicial (Abseoo nm = 0,1, correspondente a 0,07 g/L com um
racio RGB de 1,10 + 0,040) até a fase exponencial-tardia (Abseoo nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L
com um racio RGB de 1,33 £ 0,005), com P <0,0001. O sensor de papel e respetivo método de detecao
colorimétrico desenvolvido neste trabalho, revelou ser sensivel e especifico a detecdo destas bactérias,

de uma forma rapida, simples e pouco dispendiosa.

Palavras-chave: bactérias eletroquimicamente ativas, sintese hidrotermal, nanoparticulas de trioxido

de tungsténio, materiais electrocrémicos, sensores de papel, dete¢do colorimétrica.
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ABSTRACT

Electrochemically active bacteria have the ability to transfer electrons to cell exterior towards
insoluble electron acceptors. This characteristic has been currently explored to be used in electricity
production, wastewater treatment, bioremediation and other applications in biotechnology fields, where
electronic transfer occurs in the presence of insoluble acceptors (such as, metal oxides and metal
anodes). However, the number of identified, isolated and characterized species is still very limited. The
detection methods currently existing are slow, expensive and complex, thus the development of a rapid,
inexpensive and simple detection method is critical for the optimization of the applications mentioned
above. The main goal of this work was the development of a paper-based colorimetric sensor that uses
an electrochromic material, tungsten trioxide, as the active layer for the detection of EAB. Thereunto,
the design of the sensor was defined by printing and diffusing of a wax layer that generated the solution
wells delimited by hydrophobic barriers onto the paper. The WOz nanoparticles, synthesized through a
microwave assisted hydrothermal method, were deposited in the wells by drop casting. The
nanoparticles with hexagonal crystallographic structure were able to successfully detect an
electrochemically active bacteria, Geobacter sulfurreducens, from an early growth stage (Abssoonm = 0.1,
corresponding to 0.07 g/L with a RGB ratio of 1.10 + 0.040) to a late-exponential growth stage
(Abseoo nm = 0.5, corresponding to 0.33 g/L with a RGB ratio of 1.33 £ 0.005), with P <0.0001. The
developed paper-based sensor and colorimetric detection method developed in this work, revealed its

sensibility and specificity to detection of these bacteria, in a rapid, simple and inexpensive way.

Keywords: electrochemically active bacteria, hydrothermal synthesis, tungsten trioxide nanopatrticles,

electrochromic materials, paper-based sensors, colorimetric detection.
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LISTA DE ACRONIMOS

NAD - Nicotinadamida Adenina Nucle6tido

ATP - Adenosina Trifosfato

TEE - Transferéncia Eletronica Extracelular

MFC — Célula de Combustivel Microbiana (do inglés, Microbial Fuel Cell)
EAB — Bactéria Eletroquimicamente Ativa (do inglés, Electrochemically Active Bacteria)
CBO - Caréncia Bioquimica de Oxigénio

MEC — Célula de Eletrélise Microbriana (do inglés, Microbial Electrolysis Cell)
ADN - Acido Desoxirribonucleico

a.C. — Antes de Cristo

d.C. — Depois de Cristo

OBA - Branqueador Otico (do inglés, Optical Brightener)

ASA — Anidrido Alguenil Succinico (do inglés, Alkyl Succinic Anhydride)
AKD - Dimero de Alquil Ceteno (do inglés, Alkyl Ketene Dimer)

Redox — Oxidacao-Reducao

MEC - Material Eletrocrémico

CENIMAT - Centro de Investigacdo em Materiais

NPs — Nanoparticulas

PTA - Acido Peroxotlingstico

G. sulfurreducens/Gs — Geobacter sulfurreducens

E. coli — Escherichia coli

LB - Luria-Broth

Abs — Absorvéancia

HDMS — Hexametildissilazano (do inglés, Hexamethyldisilazane)

XRD - Difracdo de raios-X (do inglés X-rays Diffraction)

SEM — Microscopia Eletrénica de Varrimento (do inglés, Scanning Electron Microscopy)

EDS - Espectroscopia Dispersiva de raios-X (do inglés, Energy Dispersive Spectroscopy)

FTIR — Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (do inglés, Fourier Transform

Infrared)
ATR - Refletancia Total Atenuada (do inglés, Attenuated Total Reflectance)

TG — Termogravimetria

DSC - Varrimento Diferencial de Calorimetria (do inglés, Diferencial Scanning Calorimetry)

DLS - Difuséo Dinamica da Luz (do inglés, Dynamic Light Scattering)
UV-Vis — Ultravioleta-visivel

ADE - Agente Direcional de Estrutura

m-WO3— WO3 monoclinico

0-WO3— WOs3 ortorrdmbico

h-WQO3;— WOs3 hexagonal
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ICDD - Centro Internacional de Dados de Difracdo (do inglés, International Centre for Diffraction
Data)

u. a. — Unidade Adimensional

RGB - do inglés, Red Green Blue

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas



LISTA DE SIMBOLOS

NaCl - Cloreto de sadio

WOQO; — Trioxido de tungsténio

CaTiOz - Titanato de calcio

H,WO4-nH,0 — Acido tingstico hidratado
Na;WO4-2H20 — Tungstato de sédio dihidratado
HCI — Acido cloridrico

Na SO, - Sulfato de sodio

H,0,— Peréxido de hidrogénio

MgSO4-7H,0 — Sulfato de magnésio heptahidratado
NaHCO3 - Bicarbonato de sédio

Na,COj3-H,0 - Carbonato de sddio hidratado
Na,SeO.— Selenato de sédio
NaC;H30,-3H,0 — Acetato de sédio trihidratado
Na>C4H204— Fumarato de sodio

CaCl,.2H,0 — Cloreto de calcio dihidratado

N2 — Azoto

CO. - Di6xido de carbono

O, — Oxigénio molecular

Na;HPO4.2H,0 — Fosfato de sddio dihidratado
KCI — Cloreto de potassio

CH3;COONa - Acetato de sddio

CaCOs - Carbonato de calcio

°C - Graus celsius

keV - Kilo-eletrdo volt

d — Diédmetro

cm — Centimetro

mm — Milimetro

pm — Micrémetro

nm — Nanémetro

L — Litro

mL - Mililitro

pL — Microlitro

M — Molar

mM — Milimolar

g — Grama

rpm — RotagBes por minuto

A — Angstrém

° — Angulo

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas

Xi



Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas

Xii



INDICE DE MATERIAS

AGRADECIMENTOS ...ttt ae e ee e eese s e ee s e eeeesseesssssessessesessssssnsennenneennnnnsnnnnnnnnnnns 1
RESUMO .. s Vv
A B ST R A CT ettt ee e ee e e e e e e e e E e £ e Rn R e £ R e R e £ e £ R £ e £ R £ R e R R £ R R R £ R R R £ R R R £ R R R RnEnEn e EnEnEnnnnnrnrnrns VI
LISTA DE ACRONIMOS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt e st et et et et et e et eseetetesaennasens IX
LISTA DE SIMBOLOS ..ottt ettt ettt ettt et se s et et et et e s et et ete s etesteneeteresteneeeens XI
INDICE DE MATERIAS. ...ttt ettt ettt ee ettt ettt st ss et sesae st ete e ete s et e s aneesanesaeneeens Xl
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ee ettt ettt et ete et te e se st e te st e s et e s atessete s eee s ese e seens XVII
INDICE DE TABELAS ..ottt ettt ettt ettt et st ss et ee st et et e e et e e et e s enn et aresaennaens XXI
1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS ... 1
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA......cooeeieeeeeeeeeeeete et s et tes ettt en et s ettt s st et snnasetesesesasaeen e, 3
2.1. Micro-Organismos Redutores de OXid0S MEtAlICOS.........ccveoveeieeeeieeeieeeeeeeeeeeee s 3
2.2. Bactérias EletroquimiCamente ALIVAS .......ccccviiiiie i s e sirree e e e e s s statae e e e e e e s s snraaaeeeaeeeeaanns 4
P T Y o] Lok Yot o LT PO U PP OPPPPPPIN 4
2.2.2. Mecanismos de Transferéncia Eletronica Extracelular ..........cccooceiiiiiiiiiiiic i, 7
2.2.3. A Bactéria Geobacter sulfurreducens: Fisiologia, Ecologia e Aplicacfes......c.ccccccceenn. 8
2.3. Métodos de DeteGan: EStado da ATE... ...ttt 8
2., PaAP L . ——————— 9
2.4.1.  Fabrico dO Papel ... 10
2.5. Métodos de DeteGAO COlIOTMEIIICA . ..ciiuuuiieiiiiiee ittt e et e e ebee e e enaee e e e 12
N T = [ (oY od foT 411 1 1 T PO RPPTPRP 13
2.6.1.  MateriaiS EltrOCIOMICOS ...oiiiiiiiieiiiiii ettt e e 13

2.6.2. Trioxido de Tungsténio: Propriedades, Aplicagdes E Estrutura Cristalina E Energética
14

2.6.3. Oxidos de Metais de Transica0 & ESCala NaNO ..........c.cccoveeeveeeieeeeeeeeeeteeeeeeeee e 15
3. DESCRIGCAO EXPERIMENTAL ...ooviiiiiieietete ettt eae e es sttt sttt 17
3.1. Sintese das Nanoparticulas A& WO3 ......c.uuieiiiiie ettt estee e snae e e e nnaae e 17
3.2. Construcao dos SENSOres de Papel ... 18
3.3. Crescimento DACLEITANO .....oooiiiiii e 21

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas X1



3.3.1. Crescimento da Bactéria Geobacter sulfurredUCENS ........ceeviiiiiiieiiiiiiei e 21

3.3.2. Caracterizacdo da Bactéria Geobacter sulfurreducens: Curva de Crescimento e

DeterminacC8o 0O PES0O SECO ....ciuuiiiiiiiiie ittt e bt e s bbb e e s bb et e s anbn e e e s annneeas 22
3.3.3. Crescimento da Bactéria Escherichia Coli.......cccoiiiiiiiiiii e 23
3.4, ENSAI0S COIOTMEBLIIICOS . utiiiiiiitie ettt ettt ettt ettt e sab e e s it e et e e e sabe e e be e e abbe e snbaeesabeeaneeas 23
341, TESIES €M SOIUGAO ... .ceiiiiiiiii et e e e e 24
3.4.2.  TESLES EM PaAPCl .o a e e e 24

3.5. Protocolopara a Preparacdo de Amostras Biol6gicas para Microscopia Eletrénica De

RV =T T 0= L (o T OO PP SRR 25
4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO ......oco ittt 27
4.1. Caracterizagdo Estrutural @ MOrfolOgiCa ......ccuuviiiiiiiiiiiie e 27
O S B ) 1 - Tox= To o [ = 10 S L G T TP PRPTPPP 27
4.1.2. Microscopia Eletrénica de Varrimento ........oooceieiiiiiiiiiiiiecce e 28
4.1.3. Espectroscopia Dispersiva de raioS-X.....ccccccvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeet e 29
4.2. Caracterizagao QUITMICEA ..uuiieiiiiie e iiiee ettt e et e e e et e e e e st e e e e st e e e e snbe e e e e anbaeeesanbeeeeennens 30
4.2.1. Espectroscopiade Infravermelho por Transformada de Fourier dom Modo ATR......... 30
4.3. DifuS80 DINAMICA A LUZ...ooiiiiiiiie ittt 31
4.4, ANQGUIO € CONTACTO ..vevivveeieiieteteeee ettt ettt et ae et se st et et e s st e se s esetese s sseseseaeas 32
AN I 1 ST =T 1 o H PO PP RRPTPRP 33
T S =T 00 Yo T L= VAT o (1= 4 D TP PP RRPTPPP 34
45.2. Calorimetria Diferencial de Varrimento ..........ccccoiiiiiiiiiiiiec e 34
5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS .......cocveueeieeieeeeeeeeeee e en s, 35
5.1. Caracterizac@o das Nanoparticulas de WOz Sintetizadas ........ccccevevviiieeiiiiinesiniee e 35
o I I B 11 = Tot- (ol o [ I = 1o 1T G TP P UUP PR TPOPPPPP 36
5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier.............cccceeeeeeeeeeeenn. 40
5.1.3.  Microscopia Eletrénica de Varrimento .......cooceeeiiiiiiiiiiiie e 41
5.2. Caracterizagdo dos Substratos de Papel .......c.coooiiiiiiiiiii 43
L B B ) - Tox= To o [ = 1o L= QO PR TPRP 44
5.2.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier...........cccccceeieiiiiinnnee 45
5.2.3. Microscopia Eletrénica de Varrimento ......cccoccueeeeiiiiiee et eiae e 46
5.2.4. Espectroscopia DiSpersiva de raioS-X......occuueeiiiiaaiiiiiieie et e e a7

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas X1V



LT T AN o = 1L EY T =1 o= 49

5.3. Desenvolvimento do SENSOr de Papel........ccoiiiiiiiiiiie e a e 50
5.3.1. Formacdo das Barreiras HidrofObiCas........occeiiiiiiiiiiiii e 50
5.3.2.  Impregnac8o dos POG0S COM 8S WO3NPS ........ccoiiiiiiiiiiii et 52
5.4. A Bactéria Geobacter SUITUITEAUCENS.........coiiiiiiiie et 52
5.5, ENSAI0S COIOTMELIIICOS 1 .utiiiitiiiitiee ettt ettt ettt st sab et e et e e e sab e e e be e e sbbe e snbae e sabeeanteas 54
6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS .......oouiieieteeee et e et en et es s en e 65
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cooiiiietceeeeeeeeeee ettt st s st n e 67
N 1@ 1 TP PP PP P PP PP PR PT PR PR PRPRTRPRPRPRT 71

A — Fichas cristalograficas das estruturas cristalograficas monoclinica, ortorrémbica

hidratada @ heXAgONal ...t e et e e et b e e e st ne e e e abreeeeaas 71
B — Racios RGB calculados para 0S controlos NegatiVoS ........ocuveiiiiiieeiiiiiee e 82
C - Ensaios colorimétricos em diferentes substratos de papel ..., 83
D — ANALISE ANOVA ...ttt e et e e e st bt e e e e bb e e e s bee e e e anbeeeeeanbbeeeeanbaeeeeantaeeaeans 84
E — Prototipo do sensor colorimétrico de papel desenvolvido.........ccccvveeveeeeiiciciiieece e, 86

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas XV



Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas XVI



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1. Transferéncia eletrénica dos micro-organismos redutores de 6xidos metalicos. (A)
Tranferéncia eletrénica para aceitadores sollveis; (B) Transferéncia eletrénica para aceitadores
1Yo 1LY SRS PP 3

Figura 2.2 Esquema ilustrativo de uma célula de combustivel microbiana. ............cccccvveriinieiiinienne. 5

Figura 2.3 Tipos de transferéncia eletronica entre as bactérias eletroquimicamente ativas e os
aceitadores eletronicos insoluvies (filme a roxo): (A) Transferéncia eletronica direta; (B)
Transferénica eletronica por mediadores eletroquimicos; (C) Transferéncia electrénica por
formacao de DIOFIIMES. ... e 7

Figura 2.4 Imagem da bactéria Geobacter sulfurreducens obtida por microscopia eletronica de
A2V 1 0T=T 0] o T ESPRRPRPPI 8

Figura 2.5 Métodos de detecao de bactérias eletroquimicamente ativas baseados nos principios das

MFCs. (A) método de rastreamento baseado na medicdo da tenséo; (B) multiplas MFCs

microfabricadas; (C) MFC em fOrma de U. ..........ooiiiiiiiiiii e 9
Figura 2.6 Constituicdo da parede celular vegetal. Origem das fibras de celulose. ...........ccccccceeeins 11
Figura 2.7 Algumas das aplica¢des dos materiais eletrocromicos desenvolvidas no CENIMAT. ........ 13

Figura 2.8 (A) Célula unitaria da estrutura de perovskite. O atomo C representa a lacuna da estrutura
com defeito; (B) Representagdo esquematica da estrutura das bandas do WQOs, correspondente
a simetria de perovskite COmM defeito. .........cuuviiiiiiiiiiii e 15
Figura 3.1 Micro-ondas utilizado na sintese das WOz NPS. ... 18
Figura 3.2 Prot6tipo do sensor de papel. (A) Parte frontal de um dos protétipos utilizados nos ensaios
colorimétricos; (B) Esquema por camadas do sensor de papel produzido. ..........ccceecvvveeereeennnnns 19
Figura 3.3 Representagdo esquematica da impressora utilizada na producao dos sensores de papel.
Ampliagdo que mostra a tecnologia de derretimento da tinta s6lida e passagem para o papel. .. 19

Figura 3.4 Esquema ilustrativo do que acontece antes e depois da difusdo da cera e depois do

=T lor= T o YU F= U g =1 o1 o PP 20
Figura 3.5 Impregnacéo por drop casting dos pogos com as nanoparticulas de WOs. .........cccceevnneen. 20
Figura 3.6 Aparato utilizado para o desarejamento do meio NBAF. .........cccoooiiieiiiiiic e, 21
Figura 3.7 Camara anaerdbia usada nos ensaios colorimétricos deste trabalho. ............cccoocieininen. 24

Figura 4.1 Interferéncia construtiva dos

-X €om 0 MaAterial CrISTANNO. .....ooiiiiiieii e e e e e e e e e e e e e e e e neneeeee 27

Figura 4.2 Equipamento utilizado na DiffaG80 de raioS-X. .......ccuiiiiiiiiiiiiiiieee e 28

Figura 4.3 (A) Equipamento utilizado na Microscopia eletrénica de varrimento; (B) Representagéo
esquematica de um equipamento de SEM. .......ccccoiiiiiiiiiiiie e 29

Figura 4.4 (A) Equipamento utilizado na Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier; (B) TipoS de defOrMEagBES. .......coiuiiiiiiiiiie ittt ettt e ebe e e e nees 31

Figura 4.5 (A) Aparelho utilizado na técnica de Difuséo dindmica da luz; (B) Representacéo
esquematica da medicdo da intensidade da luz dispersa ao longo do tempo. .........cccceeevvveeenee 31

Figura 4.6 Esquema ilustrativo do comportamento de uma gota de liquido numa superficie. ............. 32

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas Xvil



Figura 4.7 Equipamento utilizado na medicdo dos angulos de contacto dos substratos de papel. ..... 33
Figura 4.8 Aparelho utilizado na andlise térmica dos substratos de papel..........ccccoooeeiiiiiiiiiiiininenne 33
Figura 5.1 Difratogramas das WOz NPs sintetizadas. (A) WOz NPs sintetizadas a partir das solucdes
com Na2WOas-2H20, NaCl; (B) WOs NPs sintetizadas a partir das solu¢gdes com Na2WO4-2H20,
Na2S0s; (C) WO3 NPs sintetizadas a partir das solugdes com PTA. ..o 36
Figura 5.2 Imagens das estruturas cristalograficas obtidas na sintese das WOs NPs. (A) Estrutura
cristalografica monoclinica; (B) Estrutura cristalografica ortorrombica com os dois tipos de ligagao
—tipo | e tipo IlI; (C) Estrutura cristalografica hexagonal onde séo evidenciados os tuneis
hexagonais e as Cavidades trIgONAIS. ..........uieiiiiiie ittt e e e 38
Figura 5.3 Espectros de FTIR das WO3s NPs sintetizadas. (A) WOsNPs sintetizadas a partir das

solugdes com Na2W0O4-H20, NaCl; (B) WOsNPs sintetizadas a partir das solu¢des com

Na:W0a4-2H20, Na2S04; (C) WO3NPs sintetizadas a partir das solugdes com PTA...........cccc...e. 40
Figura 5.4 Imagens de SEM das amostras de WOz NPs sintetizadas. ............occcuvieeiiiiiniiiiiiieeieeennee 41
Figura 5.5 Papéis utilizados no desenvolvilmento do sensor de papel. (A) Papel de fotocdpia 300 %

da Soporcel; (B) Papel WHhatMan. .........coooiiiiiiiiie et 43
Figura 5.6 Difratogramas do papel de fotocépia e do papel Whatman.............cccooieieiiiiiieiniiee e, 44

Figura 5.7 Andlise quimica dos substratos de papel. (A) Espectros de FTIR do papel de fotocépia e
do papel Whatman; (B) Ampliacdo da regido de impresséo digital do espectro de FTIR do papel
de fotocopia; (C) Estrutura quimica do polimero CeluloSe. ...........ccvveveeeeiiiiiiieiiee e 45

Figura 5.8 Morfologia dos substratos de papel utilizados. (A) Imagem SEM do papel de fotocépia; (B)

Imagem SEM do papel Whatman. ... 46
Figura 5.9 Andlise EDS do papel de fotocépia. (A) Imagem SEM a qual a andlise foi feita; (B)

Espectro cumulativo da andlise EDS ao papel de fotocopia.. ........occveveiiiiieiiiiiie e 47
Figura 5.10 Mapa EDS do papel de fOtOCOPIA. . .....uveieiiiiiiiiiiiie e 48

Figura 5.11 Analise térmica dos substratos de papel. (A) Curva TG e DSC do papel de fotocépia; (B)
Curva TG e DSC do papel Whatman. ..........ccoiviiiiiiiiiie ettt 49
Figura 5.12 Angulos de contacto formados entre uma gota de agua e o papel de fotocépia (A) e o
papel de fotocopia com cera difundida (B). .......cooiiiiiiiiiiiie e 50
Figura 5.13 Formacé&o das barreiras hidrofébicas no papel de fotocopia.........cccovveveeiiiieieiiiiiee e, 51
Figura 5.14 Imagens SEM das superficies dos substratos de papel funcionalizados com as WO3s NPs.
(A) Papel de fotocopia funcionalizado com WO3s NPs; (B) Papel Whatman funcionalizado com as
KA A1 U 52
Figura 5.15 Imagem SEM da bactéria Geobacter sulfurreduCens. ............ccoouveieiiiiiieniiiiee e, 53
Figura 5.16 (A) Curva de crescimento e (B) Peso seco em fungéo da absorvancia a 600 nm da
bactéria G. SUIfUIMTEAUCENS. ........uuiiiiiie e e e e e e et r e e e e e s s st ee e e e e e e e ennnrnees 53
Figura 5.17 Ensaio colorimétrico em solugdo das WOz NPs sintetizadas (5 g/L) com a bactéria G.
sulfurreducens na fase exponencial-tardia (Abs 600 nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L. Os
resultados foram registados ap6s 30 minutos. (A) Fotografia da microplaca de 96-po¢cos com a
linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e tampao) e o branco; (B) Grafico de barras

resultante da andlise RGB com 0 software IMaged. ........ccccveiiiiireiiiiire e 55

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detec&o de bactérias eletroquimicamente ativas XVIII



Figura 5.18 Ensaios colorimétricos em papel das WO3s NPs sintetizadas (5 g/L) com a bactéria G.
sulfurreducens na fase exponencial-tardia (Abs 600 nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L. Os
resultados foram registados apés 4 horas. (A) Fotografia do sensor de papel de fotocépia com a
linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e tampao) e o branco; (B) Grafico de barras
resultante da anélise RGB com o software ImageJ; (C) Fotografia do sensor de papel Whatman
com a linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e tampé&o) e o branco; (D) Grafico de
barras resultante da analise RGB com 0 software IMaged.........ccccceevviiiiiiieeee e isscineee e 57

Figura 5.19 Ensaio colorimétrico de otimizagdo no sensor de papel de fotocépia com pogos 7,00 x
7,00 mm, com registo de resultados apos 4 horas. (A) Fotografia do sensor de papel. Variagao da
concentracdo das nanoparticulas de h-WO3 de 5 a 30 g/L (linhas A - F), variacdo da
concentracdo de G. sulfurreducens de 0,07 a 0,33 g/L (linhas 1 — 5), controlo negativo (linha 6) e
branco (linha 7); (B) Analise RGB dos resultados obtidos com as varias concentra¢des de h-WO3
NPS € G. SUIUITEAUCENS. ...ttt e et e e e e e et e e e e e e s e e as e e e e e e e e e s e nnneees 58

Figura 5.20 Imagens ampliadas da superficie do papel de fotocopia funcionalizados com as WO3 NPs
de geometria NEXAGONAL. .......cooiiiiiie ettt 59

Figura 5.21 Analise RGB das condi¢des otimizadas para a dete¢cdo de EAB, no sensor de papel de
fotocOpia com dimensBes dos po¢os a mimetizar microplascas de 96 POGOS. .......ccoocvveeeeriiveeeenne 59

Figura 5.22 Ensaio colorimétrico de otimiza¢do no sensor de papel Whatman, com registo de
reSUltados APOS 4 NOTAS. .......ociiiiiiieie e e e e e e e s e st e e e e e e s e s santa e e e eeeeesannnrenes 60

Figura 5.23 Ensaio colorimétrico de otimiza¢do no sensor de papel de fotocépia com pocgos 3,84 x
3,84 mm, com registo de resultados apos 2 horas. (A) Fotografia do sensor de papel. Varia¢do da
concentracdo das nanoparticulas de h-WO3 de 5 a 30 g/L (linhas A — F), variagdo da
concentracdo de G. sulfurreducens de 0,07 a 0,33 g/L (linhas 1 — 5), controlo negativo (linha 6) e
branco (linha 7); (B) Analise RGB dos resultados obtidos com as varias concentragfes de h-WO3
NPS € G. SUIFUITEAUCENS. ...ttt e e et e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e nnrnees 60

Figura 5.24 Representacéo grafica da variacao do racio RGB com a concentragao de bactéria no
sensor de papel com dispersédo de h-WO3z NPs a15g/L € @20 g/L wevveveveeeiiiiiiiiieiee e 61

Figura 5.25 Anélise RGB das condi¢8es otimizadas para a dete¢do de EAB, no sensor de papel de
fotocopia com dimensBes dos po¢os a mimetizar microplascas de 96 POgOS. .......ccoovveeerriineeennns 62

Figura 5.26 Sensor colorimétrico final otimizado para a dete¢&o de bactérias eletroquimicamente

Y= L SRS 63
Figura 0.1 Resultados colorimétricos em varios tipos de papel de cromatografia.........cccccevvvveeeinnnenn. 83
Figura 0.2 Resultados colorimétricos na frente e verso de papel Coreano..........ccccceeeeeeeviiiiieeeeeeeeeennns 84
Figura 0.3 Resultados colorimétricos em papel de celulose bacteriana. ...........ccoccceeeeeiiiiiiiiienec e, 84

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas XIX



Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas

XX



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 Caracteristicas principais da bactéria Geobacter sulfurreducens.............ccccccevcvveeiicineeenn, 8
Tabela 2.2 Constituintes principais da parede celular vegetal da madeira..........cccccccovevvvveeeeeeeviicnnnnen, 11

Tabela 2.3 Constituicdo de uma folha de papel. Discriminacdo dos aditivos utilizados e respetiva

118 ToF o PP P PO PP PPPPPUPPPPRPN 12
Tabela 3.1 Reagentes e quantidades utilizadas nas solugdes iniciais para a sintese das WOz NPs. . 17
Tabela 5.1 Nomenclatura das WOz NPS SINtEtiZadas..........ccueeeiiiiiiiiiiiee e 35
Tabela 5.2 Pardmetros de célula das nove amostras de WO3NPS. ... 38
Tabela 5.3 Determinacéo do tamanho das WO3 NPS SINtetizadas............ocvveeeeiiieeeniiiieesiiieee e siieeee s 42
Tabela 5.4 Propriedades macroscopicas do papel de fotocopia e do papel Whatman........................ 43
Tabela 5.5 Nomenclatura das WOz NPS SINtEtiZadas. .........ccueeeiiiiiiiiiiiieeeieiiiiieece e 54
Tabela 5.6 Analise de custos do sensor de papel desenvolVido. ..........ccoovieeiiiiiieiiiieee e 63

Tabela 0.1 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em solucao.

Tabela 0.2 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em papel de
L0 10 1o70 ] - VA0S USRS 82
Tabela 0.3 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em papel
VAT g F= 110 1 = o TP PPTP PP 82
Tabela 0.4 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico de
optimizacdo em papel de fotocopia COM POGOS 7 X 7 IMIM. ...eeeiiiiieeiiiiieeiiiiee ettt 83

Tabela 0.5 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico de

optimizacdo em papel de fotocOpia com pogos 3,84 X 3,84 MM. .....oevveeeiiiiiiiiiiiee e ieiieer e e e 83
Tabela 0.6 — Teste de multipla comparacdo de Tukey para as h-WO3 NPS 10 g/L. ......ccovvvveeiiiiieenns 84
Tabela 0.7 — Teste de multipla comparacdo de Tukey para as h-WO3 NPS 15 g/L. .....cccovvvvveeiiiiieenns 85

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas XXI1



Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas XX



1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

Atualmente, a crise energética associada a dependéncia do petrdleo tem estimulado a
comunidade cientifica a explorar e diversificar fontes de energia renovaveis. A descoberta de bactérias
eletroquimicamente ativas que possuem a capacidade de transferir os eletrdes produzidos durante o
seu crescimento para o exterior das suas células, tem despertado o interesse nas Ultimas décadas,
uma vez que esta capacidade esta associada a diversas aplicag6es que vao desde a biorremediacéo
a producdo de eletricidade.

A quantidade de bactérias eletroquimicamente ativas identificadas e isoladas do meio-ambiente é
ainda muito reduzida quando comparada com a sua abundancia na natureza, o que torna a sua
utilizacdo e otimizacdo restrita e com possibilidades de ser amplamente alargada. Este problema
deve-se essencialmente ao facto de os métodos de detecao desenvolvidos até a data serem morosos,
complexos e usarem equipamentos e materiais desadequados ou dificeis de manipular. Assim o
desenvolvimento de um método de dete¢do rapido e simples é fulcral no processo de isolamento destes
organismos e na obtencdo de novos conhecimentos sobre a sua fisiologia e ecologia.

O papel tem emergido nos ultimos anos como um material adequado para ser usado como suporte
em testes bioldgicos e quimicos oferecendo varias vantagens como, por exemplo, baixo custo, facil
manuseamento, descartabilidade e biocompatibilidade.

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver um sensor colorimétrico de papel, de baixo custo e facil
utilizacdo, de forma a detetar a presenca de bactérias eletroquimicamente ativas. Para tal, foi utilizado
um material eletrocrémico, triéxido de tungsténio, para a visualiza¢éo rapida de uma resposta positiva
ou negativa.

As etapas principais deste trabalho englobaram:

0] Sintese de nanoparticulas de triéxido de tungsténio: otimizacdo e estudo da sintese

hidrotermal assistida por micro-ondas através da variacdo de trés parametros: precursor,
agente direcional de estrutura e pH da solucao;

(i) Fabricacdo e otimizacdo do sensor de papel: escolha do suporte de papel, desenho do

sensor e adequacao das solugBes/dimensdes para uma correta visualizacdo da resposta
eletrocromica;

(iii) Prova de conceito com uma bactéria eletroquimicamente ativa, Geobacter sulfurreducens:

tratamento e caracterizagdo da bactéria e analise dos resultados dos sensores de papel
desenvolvidos.

Este trabalho contribui assim para o desenvolvimento de novos métodos de detecéo de bactérias
eletroquimicamente ativas, no sentido de otimizar as aplicacdes em que estas bactérias podem ser
utilizadas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Micro-organismos redutores de 6xidos metélicos

A obtencé@o de energia que suporta o crescimento microbiano da-se pela oxidagdo de matéria
organica e subsequente transferéncia dos eletrdes através da forma reduzida de nicotinamida adenina
dinucledtido (NADH), numa cadeia de transporte eletrénico. A transferéncia destes eletrdes pelos varios
intermediarios da cadeia respiratéria, até ao aceitador final, € acoplada com a transferéncia de protdes
(ides H*) através da membrana celular, gerando um gradiente de protdes que leva a sintese de adenosina
trifosfato (ATP). Os aceitadores finais de eletrdes sdo, na maior parte dos casos, sollveis como por
exemplo, o fumarato, o nitrato, o sulfato ou oxigénio (Figura 2.1 — A).12 No entanto, alguns
micro-organismos conseguem, gquando ndo tém aceitadores eletronicos sollveis disponiveis, utilizar
compostos insollveis como aceitadores eletrénicos finais (Figura 2.1 — B). Nesta situacdo, estes
micro-organismos enviam os eletrbes para o exterior reduzindo, por exemplo, 6xidos metalicos (e.g.,
oxidos de ferro, 6xidos de manganés, etc.).25 Este tipo de micro-organismos denominam-se

micro-organismos redutores de 6xidos metdlicos.

(A) Aceitador eletrénico soluvel (nitrato) disponivel (B) Apenas aceitador eletrénico insoltvel (Fe(lll))
disponivel

Mineral de 6xido
de ferro

Pili

LY,

Y\‘oc‘too&.‘,
k —p

A 3
Svemerrerd
LA 00 e

Proteinas de
transferéncia
eletronica

Felll) k(NO;D Flagelo

Figura 2.1. Transferéncia eletrénica dos micro-organismos redutores de 6xidos metalicos. (A) Transferéncia
eletrénica para aceitadores sollveis; (B) Transferéncia eletronica para aceitadores insolUveis. Adaptado de
D. R. Lovley.®

Estes micro-organismos podem ser encontrados em diversos ambientes estratificados, como por
exemplo, oceanos, lagos e sedimentos fluviais, assim como em &guas residuais domésticas e
industriais.[’l Nestes ambientes, o oxigénio é rapidamente consumido pelos organismos residentes nas
camadas superiores das colunas de 4gua e/ou sedimentos, forcando os micro-organismos redutores de
6xidos metdlicos, que vivem nas camadas inferiores, a respiragdo anaerébia.

A elevada diversidade de micro-organismos com esta capacidade indica que a respiracédo a base de
Oxidos metélicos tera sido um dos primeiros processos respiratérios a ter ocorrido na Terra. Estes
organismos podem ser encontrados tanto nos dominios Archaea e Bacteria, como também em varias

subdivisdes das proteobactérias.
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Esta capacidade de reducao extracelular de 6xidos metdlicos acoplada a oxidacdo de matéria
organica torna estes organismos excelentes candidatos para serem usados na degradacdo de

contaminantes organicos e na remediacéo de contaminantes metalicos. !

2.2. Bactérias eletroquimicamente ativas

A capacidade Unica de transferéncia eletrénica extracelular (TEE), descrita anteriormente, pode
também estender-se a elétrodos metalicos associados a células de combustivel microbianas (MFC, do
inglés Microbial Fuel Cell), permitindo que estes micro-organismos consigam associar 0 seu crescimento
a producdo de energia elétrica. As bactérias com esta capacidade denominam-se bactérias
eletroquimicamente ativas (EAB, do inglés Electrochemically Active Bacteria).[2°.10]

E importante referir que todas as EAB s&o micro-organismos redutores de 6xidos metalicos, mas
nem todos os micro-organismos redutores de 6xidos metalicos sao bactérias eletroquimicamente ativas.
Pelobacter carbinolicus é um micro-organismo capaz de reduzir 6xidos metélicos, mas que néo € capaz
de usar um elétrodo metalico como aceitador final de eletrdes e, consequentemente, ndo tem capacidade
para produzir eletricidade.[1]

As EAB s@o de grande interesse para a comunidade cientifica devido ao seu papel em vérios
fendbmenos geobioldgicos (degradacdo da matéria organica e ciclo de nutrientes nos solos e
sedimentos)®4 e ao seu potencial uso em varios campos: producao de energia sustentavel, biotecnologia
e biorremediagdo.512 Os organismos que tém sido um maior objeto de interesse e consequente
investigacdo pertencem aos géneros Geobacter, Shewanella, Clostridium, Aeromonas, Rhodoferax e
Desulfobulbus.!

A descoberta de que alguns micro-organismos conseguem produzir eletricidade remonta a 1910/11,
por M. Potter. Ele afirmou que “A desintegragcdo de compostos organicos por micro-organismos é
acompanhada pela libertacdo de energia elétrica”, (do inglés, “The disintegration of organic compounds
by microorganisms is accompanied by the liberation of electrical energy.”).['3l Em 1931, esta descoberta
foi explorada por B. Cohen que conseguiu obter uma tensdo de 35 V ao ligar MFCs em série. O
desenvolvimento destas células de combustivel teve o seu maior salto nos anos 60 quando a NASA (do
inglés, National Aeronautics and Space Administration) mostrou interesse em transformar os
desperdicios organicos em eletricidade, durante os seus voos espaciais. Em 1963, as primeiras células
de combustivel microbianas comegaram a ser comercializadas como fontes de energia alternativas para
serem utilizadas em equipamentos marinhos. Contudo, devido ao baixo custo dos combustiveis fosseis,
o desenvolvimento destas células de combustivel microbianas acabaria por estagnar. Mais tarde, durante
a crise do petréleo nos anos 70 e 80, o interesse nesta fonte de energia alternativa renasceu.[12.14

2.2.1. Aplicagdes
Células de combustivel microbiana

As células de combustivel microbianas (Figura 2.2) convertem a energia quimica, armazenada na

matéria organica, em energia elétrica. Esta conversdo ocorre por via de reac¢des cataliticas operadas
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pelas EAB que crescem em condi¢bes anaerdbias na superficie de elétrodos.[41% Virtualmente, qualquer
fonte de matéria organica pode ser usada numa MFC, incluindo moléculas simples, como hidratos de
carbono e proteinas, assim como misturas complexas de matéria organica presentes em aguas residuais
domésticas e industriais.l*8! A MFC é composta por dois compartimentos, o do dnodo e o do céatodo,
separados por uma membrana permedavel a protes. No compartimento do anodo, as EAB oxidam o
substrato e produzem eletrdes e protdes. Os eletrdes sao recebidos pelo anodo a partir do qual fluem
por um circuito externo para o catodo, alimentando de energia o dispositivo elétrico, e os protGes sao
transferidos internamente para o compartimento catddico, através da membrana permeavel a protées.
Os eletrbes e os protdes sdo consumidos no compartimento do cétodo reagindo com o oxigénio
dissolvido no eletrélito, produzindo agua.*2171 Utilizando a glucose como exemplo, as reacdes (2.1) e

(2.2) ocorrem no anodo e no catodo, respetivamente:[18]
CeHi2,0¢ + 6H,0 —» 6C0, + 24H" + 24e~ (2.1)

60, + 24H* + 24e~ — 12H,0 (2.2)

Catodo

H* H,0
Membrana 4
permedvela —> SN\
Substrato

Anodo

Figura 2.2 Esquema ilustrativo de uma célula de combustivel microbiana.

A producédo de eletricidade nas MFCs pode ser associada a varias aplicagcdes, como por exemplo,
tratamento de aguas residuais e extracdo de metais de minerais:[1214.17]

(i) tratamento de dguas residuais: existem ja sistemas MFCI1214 3 escala piloto para o tratamento de

aguas residuais, tendo-se atingido remocdes entre 60 e 95 % de matéria organica sollvel, expresso em
CBO (Caréncia Bioquimica de Oxigénio'). Estes sistemas sdo vantajosos em relacdo aos sistemas
aerébios, designadamente em processos de lamas ativadas, 0s quais sao economicamente
dispendiosos, dado o elevado consumo de energia principalmente nos mecanismos de mistura e

arejamento, além dos problemas associados as emiss@es de carbono. No entanto, continuam a

! Quantidade de oxigénio consumido na degradac&o da matéria organica por processos bioldgicos, sendo
expresso em mg/L.
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predominar em resultado da sua facilidade de operacéo e qualidade do efluente final, ainda que os
sistemas anaerobios também sejam viaveis em efluentes pouco concentrados e, ainda melhor, em

efluentes alimentares concentrados;

(i) extracdo de metais de minerais: os metais podem ser extraidos dos minerais quando sao

utilizados como os aceitadores finais de eletrdes, na camara catédica de uma MFC.[!2

O uso das MFCs para a produgdo de energia a partir de matéria organica apresenta varias
vantagens em relacéo as células de combustivel quimicas: (i) a transformacgédo direta da energia dos
substratos (presente nas ligacées quimicas) em energia elétrica possibilita uma elevada eficiéncia de
converséo; (i) podem usar uma grande diversidade de substratos; (iii) os produtos secundarios — diéxido
de carbono e agua — ndo sao considerados contaminantes; (iv) ttm o potencial para serem usadas em
locais remotos sem infraestruturas elétricas!!®l e (v) as aplicagGes das MFCs sdo autossustentaveis, uma

vez que, a energia elétrica necessaria é produzida como produto secundario.®]
Células de eletrolise microbianas

As bactérias eletroquimicamente ativas podem também ser usadas em células de eletrélise
microbianas (MEC, do inglés Microbial Electrolisys Cell). Nas MECs a energia elétrica adicional é usada
na producéo de biocombustiveis como o hidrogénio e o etanol, ou produtos quimicos como o peréxido
de hidrogénio ou produtos causticos. Numa MFC classica, durante a producgédo de corrente, os eletrdes
e protdes provenientes da oxidagdo dos substratos pelas EAB fluem para o catodo e sdo consumidos
num mecanismo de reducdo. Quando a presenc¢a de compostos redutiveis é suprimida, a producao de
corrente deixa de ser espontanea. Ao aplicar-se uma pequena voltagem entre o anodo e o cétodo, a
producéo de corrente é forgcada, resultando na producgédo de hidrogénio ho compartimento catédico devido
a reducao dos protdes ou etanol se houver acetato dissolvido. Por este mesmo processo € também
possivel produzir outros produtos quimicos, dependendo do substrato dissolvido no compartimento
catodico. (12

Biorremediacéao

A biorremediacéo é o processo no qual organismos vivos tais como, bactérias, sdo utilizados para
reduzir ou remover (remediar) contaminantes do meio-ambiente. A capacidade das EAB para reduzir
Oxidos de metais pesados, como por exemplo, crémio e urénio, mercurio, arsénio, etc., faz com que estas
desempenhem um papel importante na biorremediacdo de aguas subterraneas e solos contaminados. A
remocao dos metais toxicos e metaloides ocorre por conversdo dos metais para formas que precipitem

el/ou formas volatilizaveis.[4812.20-22]
Outras aplicagcbes

Outras potenciais aplicagdes destas bactérias incluem: sensores autbnomos para operacdes de
longo-termo em regides com pouca acessibilidade, plataformas moveis robot/sensor, sistemas

microscopios de entrega de medicamentos (drug-delivery) e dessalinizagdo da dgua do mar.[2.17]

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas 6



2.2.2. Mecanismos de transferéncia eletrénica extracelular

Muitos esforcos tém sido feitos no sentido de melhor compreender o processo de transferéncia
eletrénica, entre as bactérias eletroquimicamente ativas e o0s aceitadores eletrénicos insollveis,
especialmente os anodos das MFCs, de forma a otimizar a producéo de eletricidade.[12.19.23]

Os mecanismos descritos, até a data, afirmam que os eletrdes podem ser transferidos por
transferéncia direta ou indireta. Quando as células estdo em contacto com o aceitador eletrénico, os
eletr6es provenientes da oxidacdo do substrato sdo transferidos através da membrana citoplasmatica,
periplasma e membrana externa pelas proteinas de transporte eletrénico, como os citocromos de tipo ¢
(transferéncia direta) (Figura 2.3 — A). Quando as células ndo estdo em contacto com o aceitador
eletrénico, a TEE pode ocorrer por meio de mediadores redox (Figura 2.3 — B) ou por nanofios proteicos
quando ha formacéo de biofilmes na superficie do aceitador eletrénico (Figura 2.3 — C) (transferéncia
indireta). Os mediadores redox podem ser secretados pela prépria bactéria ou podem ser exégenos. O
mediador redox, no estado oxidado, aceita os eletrbes provenientes do metabolismo celular e
abioticamente transfere os eletrdes para o aceitador final. O mediador é reoxidado sendo submetido a
repetidos ciclos de reducéo-oxidacdo. No caso da transferéncia eletronica indireta por nanofios, os
eletrdes sdo transferidos de célula para célula pelos nanofios até chegarem as células que estdo em
contacto direto com o aceitador eletrénico, ocorrendo no final uma transferéncia direta mediada pelas
proteinas de transporte eletronico.[12.23.24]

(€)
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(B)
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Proteinas Mediadores Biofilme

Direta Indireta

Figura 2.3 Tipos de transferéncia eletrénica entre as bactérias eletroquimicamente ativas e os aceitadores
eletrénicos insolavies (filme a roxo): (A) Transferéncia eletrénica direta; (B) Transferénica eletrénica por
mediadores eletroquimicos; (C) Transferéncia electronica por formacao de biofilmes. Adaptado de
A. P. Borolo, et al.®

Embora estes mecanismos de transferéncia eletronica extracelular estejam ja descritos pensa-se
que poderdo existir outros mecanismos, dado que estes dependem do tipo de aceitador eletrénico e da
bactéria eletroquimicamente ativa. Além disso, sabe-se que nem todas as bactérias que conseguem
reduzir minerais conseguem produzir eletricidade, o que sugere mais uma vez a existéncia de outros

mecanismos ainda ndo identificados.[11.24]
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2.2.3. A bactéria Geobacter sulfurreducens: fisiologia, ecologia e aplicacdes

A bactéria Geobacter sulfurreducens (G. sulfurreducens) (Figura 2.4) é usada como prova de
conceito no método de detecdo colorimétrico desenvolvido neste trabalho. Na Tabela 2.1 estédo

sumariadas as principais caracteristicas da bactéria.

a—

Figura 2.4 Imagem da bactéria Geobacter sulfurreducens obtida por microscopia eletrénica de varrimento.

Este organismo pertence a categoria das bactérias Gram-negativas e € uma das espécies mais
estudadas do género Geobacter, estando disponiveis para consulta: o sistema genético, a sequéncia de
genoma completa, microarrays do genoma completo e dados de analises proted6micas efetuadas na

presenca de varios doadores e aceitadores de eletrbes. "]

Tabela 2.1 Caracteristicas principais da bactéria Geobacter sulfurreducens.?!

Filogenia Distribuicéo Transferéncia eletronica Aplicagdes
- Aceitadores eletrénicos:
- Soluveis: fumarato, nitrato e - Biorremediag&o: compostos
- Sedimentos aquaticos compostos clorinados aromaticos, U (VI) e metais
- Ordem: Desulfuromonadales ) o ] ]
) - Pantanais - Insoluveis: Fe (l1l) e Mn (IV) e metaloides relacionados
- Classe: Deltaproteobacteria . . .
) ) - Aquiferos na forma de o6xidos, - Producéo de metano a
- Filo: Proteobacteria i . ) . ) -
. . - Aguas subterraneas elétrodos metdlicos, U (VI), partir de desperdicios
- Dominio: Bacteria ) i .
. - Sedimentos de agua etc. organicos
- Familia: Geobacteraceae o . .
doce - Doadores eletrénicos: acetato, - Producéo de eletricidade
outros acidos gordos, Fe (l1), (MFC)
U (1V), elétrodos, etc.

2.3. Métodos de detecao: Estado da arte

Apesar de um numero crescente de EAB ja ter sido identificado, isolado e caracterizado,°26-34 este
ndmero é ainda muito limitado em relacdo a ubiquidade das bactérias existentes no meio-ambiente. 3!
Este facto tem restringido substancialmente os conhecimentos fundamentais sobre estas bactérias e

sobre o seu papel no meio-ambiente.
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Atualmente, os principais métodos de detecéo destes organismos baseiam-se na sua capacidade de
produzir eletricidade. Alguns exemplos s&o o0s ensaios de rastreamento baseados na producéo de tensdo
(Figura 2.5 — A), conjuntos de multiplas MFCs microfabricadas (Figura 2.5 — B) e MFCs em forma de U
(Figura 2.5 — C). No entanto, estes métodos tém a desvantagem de serem relativamente lentos (~5 a 6
dias) e de serem necessarios materiais que necessitam de alteracdes para a construcéo dos dispositivos

de detecdo, tornando-se dispendiosos.[17:30.35.36]

(A) (B) (©)
Fios de Ti do anodo - Camadas
SSSECSE

/ | \ - :::_/ do anodo

—
(-)

Anodo

Membrana
de troca
permeavel

Membrana de ’ Mdeen::;iga
troca permeavel -
7 -
4— Papel de carbono "\ Camadas permeavel
" ,/ do catodo

>
(catodo) - e -
'3:.:--

Fio de Ti
(+)

Figura 2.5 Métodos de detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas baseados nos principios das MFCs. (A)
método de rastreamento baseado na medigdo da tensao; (B) multiplas MFCs microfabricadas; (C) MFC em forma
de U. Adaptado de H. Hou, et al; Y. Zuo, et al; J. Biffinger, et al.[7:3036]

2.4. Papel

O papel é um material fino e flexivel, constituido maioritariamente por uma rede de fibras de celulose
gue se mantém unidas fisicamente pelo entrelagamento das mesmas e, quimicamente por pontes de
hidrogénio. Sendo um material bastante versatil € utilizado em inimeras aplica¢des, como por exemplo,
na escrita e impressao, em embalagens, em utilitarios (lencos de papel, papel higiénico, etc.), como meio
de informacdo, entre outros. Recentemente, tem emergido como suporte para sensores biolégicos na
detecdo de vérios analitos (e.g. glucose, proteinas, biomarcadores e sequéncias de ADN), devido
principalmente ao seu baixo custo, a sua simplicidade de uso, ao facto de poderem ser descartaveis e
poderem ser usados facilmente em situacdes point-of-care em paises subdesenvolvidos. 3]

O inicio da histéria do papel remonta a 2200 a.C. com a invencao do papiro pelos Egipcios, que era
fabricado a partir de finas tiras da parte interna do caule da plante de papiro, Cyperus papyrus. O papiro
era utilizado como meio de escrita na antiguidade, sobretudo no Antigo Egipto, no Oriente Médio e na
Civilizacdo greco-romana e € considerado o precursor do papel. A invencdo do processo de fabrico do
papel é atribuida a T’sai Lun, ministro da agricultura do imperador Ho Ti’s da China. Em 105 d.C. T’sai Lun
produziu com sucesso papel por meio da polpacdo de redes de pesca e trapos, e mais tarde usando
fibras vegetais. Os espécimes que chegaram até aos nossos dias provam que o papel produzido pelos
antigos chineses era de alta qualidade, o que permite, até mesmo, compara-lo ao papel feito atualmente.
Em 751 d.C. o povo arabe apropriou-se do segredo do processo de fabrico de papel pela troca de
prisioneiros chineses. Com a expansao muculmana o segredo alastrou-se, o que possibilitou uma rapida
evolucdo do processo de fabrico de papel, devido a grande utilidade e crescente interesse pela
descoberta. A industrializacdo do papel ocorreu em 1085 e foi marcada pela implementacdo dos

primeiros moinhos papeleiros em Xativa e Toledo, em Espanha.[38:39
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Visto que o papel é o material utilizado como suporte no método de detecdo colorimétrico
desenvolvido neste trabalho, sera dada uma descricdo mais detalhada sobre o seu processo de fabrico
e afins.

2.4.1. Fabrico do papel
Matérias-primas

Como mencionado anteriormente a principal matéria-prima usada no fabrico do papel é a
celulose.l3840 Este polimero é o mais abundante na natureza e é composto por monémeros de glucose
ligados linear e covalentemente por ligacdes B-1,4-glicosidicas. A celulose existente na pasta de papel
tem normalmente cadeias compostas por 300 a 1700 unidades de glucose. A celulose é um dos principais
constituintes das paredes celulares das plantas, onde se organiza sob a forma de microfibrilas que
formam a unidade cristalina da celulose (Figura 2.6). Quimicamente sdo as ligacbes por pontes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilo dos mondmeros de glucose que constituem a forte interacao
existente ente as cadeias de celulose levando a formacdo das microfibrilas (sdo também estas as
ligacdes responsaveis pela interagdo das fibras na formacdo da folha de papel).[841 Qutros dois
componentes principais das paredes celulares vegetais sdo a hemicelulose e a lenhina, que ajudam a
manter as fibras de celulose juntas. A hemicelulose € um heteropolimero, formado por pentoses e
hexoses, que, ao contrario da celulose, tem uma estrutura amorfa com ligacdes fracas entre 0s seus
mondémeros. A matriz que forma para envolver as fibras de celulose caracteriza-se por pontes de
hidrogénio e ligagBes de Van der Waals, que desempenham um papel importante na ligacéo entre a
celulose cristalina e a lenhina amorfa, necessaria para o reforco do material fibroso.*!l A lenhina é um
polimero aromético hidrofébico com uma estrutura extremamente complexa. No processo de fabrico do
papel esta é normalmente removida, visto que é fotossensivel conferindo ao papel fragilidade e uma cor
amarelada (e.g. papel do jornal). Pelo contrario, a hemicelulose é benéfica para as propriedades do
papel, como por exemplo, por lhe conferir resisténcia a tragao.*4

O material mais usado como fonte de celulose é a madeira de arvores como os eucaliptos e/ou
pinheiros, devido ao seu baixo custo e facilidade de obtencéo, e possuem cerca de 40 — 50% de celulose
apropriada para uso na producdo de papel. No fabrico do papel sdo predominantemente utilizados dois
tipos de madeira: a madeira dura que provém de plantas angiospérmicas, como o eucalipto, ou a madeira
macia que provém de plantas gimnospérmicas, como o pinheiro, o cipreste ou a sequoia. As fibras de
celulose da madeira dura séo curtas (~ 1 mm), baratas e conferem ao papel boas caracteristicas de
impressédo. Por outro lado, as fibras de celulose extraidas da madeira macia sdo mais longas (~ 3 mm)

e de maior qualidade, o que leva a formacéo de um papel mais coeso e resistente.[3841]
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Figura 2.6 Constituicdo da parede celular vegetal. Origem das fibras de celulose.

Na Tabela 2.2 estéo representadas as percentagens dos principais constituintes da parede celular

das células vegetais da madeira.[®]

Tabela 2.2 Constituintes principais da parede celular vegetal da madeira.

Constituintes Quantidade (%)
Celulose ~50
Hemicelulose ~20
Lenhina ~15a25
Outros constituintes <10

Para além da madeira existem outras plantas das quais podem ser extraidas fibras de celulose, como
por exemplo, o bagaco da cana-de-agucar, bambu, juta, canhamo, linho, algoddo e também algumas
gramineas como trigo, a cevada ou o arroz. Contudo, estas fontes alternativas de celulose representam
uma percentagem muito pequena do volume de fibras usadas na producdo do papel, em comparagéo

com a celulose proveniente das arvores, uma vez que possuem um custo mais elevado.[384041
Etapas do processo de fabrico de uma folha de papel

(i) Formacéo da pasta de celulose: esta etapa pode ser realizada por um processo quimico ou mecéanico:

» Polpacdo mecanica: trituracdo da madeira até esta se tornar numa polpa. Este processo é
bastante eficiente e consegue converter pelo menos 90% da madeira em polpa. Contudo, a polpa
resultante contém grande parte da lenhina, fazendo com que o papel resultante figue com uma
cor amarelada ou acastanhado quando exposto a luz. Este processo tende também a produzir
fibras curtas e rigidas o que leva a producédo de uma folha de papel fragil. Por esta razao, a
polpacdo mecénica € usada principalmente para a producdo de embalagens, folhas de jornal e
outras aplicacdes gue néo requerem papel muito resistente.[39:41.42

= Polpacdo quimica: este método usa agentes quimicos, calor e pressdo para dissolver a lenhina
presente na madeira, libertando as fibras de celulose. No processo de Kraft, a madeira e os
agentes quimicos sao aquecidos num digestor para remover aglicares, 90 a 95% de lenhina e

outros constituintes que ndo sejam necessarios ao produto final. Os residuos do digestor sédo
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conhecidos por licor negro, e € normalmente utilizado como fonte de energia pela prépria fabrica.

Um processo mais convencional, a base de sulfitos (sulfite pulping) € usado numa pequena

percentagem de fabricas de producéo de papel, cerca de 2%, onde sdo usados agentes acidos

para modificar a estrutura quimica da lenhina, que é depois lavada da celulose.[38:39.41.42]

(i) Pré-tratamento das fibras: a polpa é diluida com agua, cerca de 99%, e a mistura passa por dois

processos:[39:42

= Dispersdo: assegura a separac¢ao uniforme das fibras da pasta na suspensao aquosa;

= Refinagao: processo que obriga as fibras em suspenséo a passar entre duas placas metalicas,

uma moével e uma estacionaria, alterando as caracteristicas das fibras de celulose através de

processos mecanicos e hidraulicos, influenciando as propriedades da folha de papel. Quando as

fibras ndo passam por este processo, a folha de papel resultante é pouco coesa, muito volumosa,

com elevada capacidade de absorc¢do, elevada porosidade e opacidade e com uma estrutura

irregular.

(i) Adicdo de aditivos: assegura o melhoramento da qualidade do papel a nivel de massa, opacidade,

brancura e caracteristicas de impresséo. A tendéncia na indUstria do papel é a de aumentar a quantidade

de aditivos e baixar a de fibras, de forma a reduzir os custos de produgao.*%.43]

(iv) Formacéo da folha de papel: remoc¢éo da agua num tapete equipado com drenagem simples e vacuo.

De seguida, a pasta é prensada, seca e por fim bobinada em grandes rolos. Neste circuito 0s processos

de secagem sdo variados, incluindo também a passagem por solu¢cbes que aplicam tratamentos

superficiais ao papel (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Constituicdo de uma folha de papel. Discriminagdo dos aditivos utilizados e respetiva fungéo.

Constituinte

Quantidade (%)

Funcéo

Fibras de celulose ~70 Principal constituinte
Carbonato de célcio (CaCOs) ~20 Controla as carateristicas 6ticas
Amido cati6énico de batata Controla a resisténcia interna
. OBA (Optical Brightener Agent) Agente branqueador
Aditivos na massa — -
ASA (Alkyl Succinic Anhydride) Controla a penetracao de liquidos
Corantes (azul e violeta) ~10 Controla a tonalidade

Amido de milho

Aditivos na

OBA (Optical Brightner Agent)

superficie

AKD (Alkyl Ketene Dimer)

Sal (NaCl)

Controla a resisténcia superficial

Agente branqueador

Controla a penetracao de liquidos

Controla as caracteristicas elétricas

Nota: estas inforrmacdes foram gentiimente cedidas pela Portucel, Soporcel.

2.5. Métodos de detecdo colorimétrica

A tecnologia de detegdo colorimétrica constitui um meio atrativo para a rapida detecédo de analitos

como por exemplo, sequéncias de ADN#4-47] proteinas!*’-49 ou compostos quimicos/iGes!*”*0. No ambito
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do desenvolvimento de um sensor de papel colorimétrico descrito neste trabalho, o fendbmeno de

eletrocromismo € utilizado na detecéo das EAB.

2.6. Eletrocromismo

O eletrocromismo é uma propriedade caracteristica de alguns materiais que consiste ha mudanca
das suas propriedades éticas em resposta a um estimulo elétrico na forma de corrente ou potencial.l51-
54 Esta propriedade torna-os adequados para serem usados em diversas aplicagdes, tendo sido algumas
delas ja desenvolvidas no CENIMAT (Centro de Investigagdo de Materiais), como por exemplo, janelas
de eficiéncia energética para controlo de intensidade dos raios solares em automoveis, avibes e/ou
edificios® (Figura 2.7 — A), matrizes passivas de materiais eletrocromicos impressos em substratos
flexiveis, desenvolvida no ambito do projeto SMART-EC (FP7-1CT-2009.3.9/258203) (Figura 2.7 — B),
protétipo de um sensor de gas com materiais eletrocromicos impresso em papel, desenvolvida no ambito
do projeto A3PLE (FP7-NMP-2010-SME/262782-2) (Figura 2.7 — C) e prot6tipo de um dispositivo
eletrocrémico em papel para utilizacdo em etiquetas inteligentes, desenvolvido no ambito do projeto
INVISIBLE ERC N° 228144 (Figura 2.7 — D).51-53]

(B)
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Figura 2.7 Algumas das aplica¢gdes dos materiais eletrocromicos desenvolvidas no CENIMAT.

2.6.1. Materiais eletrocrémicos

A histéria da coloragdo em materiais remonta ao século XVIIl, em 1704, quando J. J. Diesbach
descobriu 0 azul da Prussia (hexacianoferrato), que muda de transparente para azul através da oxidagao
do ferro. Mais de 100 anos depois, em 1815, J. J. Berzelius reportou que o triéxido de tungsténio (WO3)
muda de cor quando é aquecido numa atmosfera de hidrogénio. Em 1929, F. H. Smith patenteou o
primeiro dispositivo eletrocromico baseado numa reagéo eletroquimica com mudancga de cor. Nos anos
30, Kobosew e Nekrassow observaram pela primeira vez a coloracao eletroquimica no WOs na forma de
po, que ficava azul devido a uma reducéo eletroquimica numa solucdo acida. Em 1951, Brimm et al,
observaram uma mudanca de cor reversivel durante o tratamento eletroquimico de um bronze de
tungsténio e sddio. A primeira explicacdo tedrica do fenémeno de eletrocromismo foi dada por J. Platt
em 1961. Ele explicou que com a aplicacdo de um campo elétrico externo os espectros de emisséo e

absorcao de certos corantes podem deslocar-se e a mudanca brusca de cor pode ser observada devido
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ao Efeito de Stark?. No entanto, o nascimento da tecnologia eletrocréomica é na verdade atribuida a
S. K. Deb que descreveu pela primeira vez o0 mecanismo de coloracdo do WOs, que desde ai tem sido
um dos materiais eletrocrémicos mais estudados.5%53

Os materiais eletrocromicos estéo agrupados em duas categorias principais: (i) materiais organicos
e alguns polimeros orgénicos condutores e (ii) materiais inorganicos. A coloracao nos materiais organicos
ocorre devido a reacdes redox enquanto que nos materiais inorganicos ocorre via dupla
insercdo/desinsercéo de iGes e eletrdes dentro do material.[51.56]

O processo de inser¢cao de um ido induz a mudancas na distribuigdo eletrénica da rede cristalina
do material eletrocromico, levando a alteragbes nas suas propriedades oticas.

Consoante a carga do iao inserido dentro da rede do composto o material pode ser anédico ou
catédico. Nos materiais anddicos, o ido inserido possui carga negativa (A) e a mudanca das suas

propriedades 6ticas ocorre por um processo de oxidacao:
MEC + xA~ - AxMEC + xe~ (2.3)

No caso dos materiais catddicos o ido inserido possui carga positiva (M*) e a mudanca de cor ocorre

por um processo de reducéo:
MEC + xM*+ xe~ —» MxMEC (2.4)

onde MEC representa o material eletrocromico, A representa um anido como OH- e M* representa um

catido como H*, Li* ou Na*, com 0 < x <1.15-53]

Neste trabalho, o fenémeno de eletrocromismo é explorado numa aplicacdo diferente das ja
mencionadas. Como descrito anteriormente, as EAB sdo capazes de usar aceitadores eletronicos
insolaveis, enviando os eletrBes para fora das suas células, durante a sua respiracéo. De forma a detetar
a presenca destas bactérias, o material eletrocromico catddico, WOs, é utilizado como aceitador
eletrénico. Ao receber os eletrdes e ides positivos, provenientes da degradacdo de um substrato organico
pelas EAB, forma um bronze, de forma geral MxWO3 (Equacé&o 2.4), de cor azul, tornando assim possivel
a detecdo colorimétrica destas bactérias.

Este material inorganico € um dos Oxidos de metais de transicdo mais estudados e é descrito na

seccao seguinte.

2.6.2. Trioxido de tungsténio: propriedades, aplicacbes e estrutura cristalina e
energética

O WO3 é um semicondutor com excelentes propriedades 6ticas, como por exemplo, transparéncia a

luz visivel.51 Além das suas aplicacdes em dispositivos eletrocrémicos, pode também ser usado na

2 Consiste no deslocamento e na divisdo de linhas espectrais de &tomos e moléculas perante um campo elétrico
externo.
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fotocatélise, em sensores de pH e de gases, em baterias secundarias como constituintes de elétrodos,
em dispositivos de energia solar e em transistores de emisséo de campo.l5-59

O grande interesse nos materiais de WOs vem em parte da sua capacidade de juntar blocos de
construcéo basicos de WOe octaédricos de diversas formas, proporcionando uma grande variedade de
estruturas cristalinas.®8 A simetria dos blocos de WOs octaédricos pode ser descrita pela estrutura de
perovskite com defeito® ilustrada na Figura 2.8 — A. Os ifes de tungsténio ocupam os vértices de uma
célula unitaria primitiva e os ibes de oxigénio ficam na bissetriz das arestas da célula unitaria. O atomo
central (C) da célula unitaria esta ausente, o que proporciona o alojamento de ides. O atomo de

tungsténio fica no centro do octaedro no estado de oxidagéo +6.156

(A) (B)

s—  s-7 7 ]

w 0,

Figura 2.8 (A) Célula unitaria da estrutura de perovskite. O &tomo C representa a lacuna da estrutura com defeito;
(B) Representagéo esquematica da estrutura das bandas do WOg;, correspondente a simetria de perovskite com
defeito. Os nimeros representam o numero de eletr6es maximo em cada nivel energético. Adaptado de
K. Bange.b®

A estrutura de bandas simplificada para um cristal de WOz é mostrada na Figura 2.8 — B. Os niveis
atdmicos de energia para o atomo de tungsténio (s, p e d) e para o atomo de oxigénio (s e p) estédo
indicados. A posi¢do dos niveis energéticos é governada tanto pelos valores dos atomos isolados como
pelas energias de Madelung dos atomos quando localizados nas diferentes posicGes da rede de
perovskite. Cada ido W¢®* é rodeado por seis O% e cada oxigénio é flanqueado linearmente por dois
tungsténios. Este arranjo leva a divisdo do nivel energético d em dois niveis (eg € tog). O nimero de
estados disponiveis para os eletrdes é fixada para cada banda e determina o nivel de Fermi (Er) do WOs,

gue varia com a estrutura do cristal.[5¢l

2.6.3. Oxidos de metais de transi¢o a escala nano

Ao reduzir as dimens@es dos 6xidos metalicos até a escala nanométrica é possivel adaptar as suas

caracteristicas 6ticas e elétricas, e subsequentemente melhorar as suas propriedades.l*”6% Assim, a

8 Uma estrutura de perovskite é qualquer material que possui 0 mesmo tipo de estrutura cristalina que o 6xido de
titanio e célcio (CaTiOs3), conhecida pela estrutura de perovskite com o &tomo de oxigénio no centro das faces.
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sintese de nanoparticulas de WOs (WOs NPs) com dimensdes, tamanhos e estruturas cristalinas
controladas é de grande importancia.6X

As WO3 NPs podem ser sintetizadas por diferentes métodos, como por exemplo, sol-gel, anodizacao,
pulverizacéo catddica, deposicédo quimica e métodos solvotermais.[52 Neste trabalho utilizou-se o método

solvotermal, cujo solvente foi a agua, sendo assim denominado como método hidrotermal.
Método de sintese hidrotermal

O método de sintese hidrotermal € um processo simples para a sintese de materiais anisotropicos
a escala nanométrical®”:5963] a partir de solutos em Agua destilada que sédo submetidos a elevadas
pressdes. Isto permite aumentar a solubilidade do sélido e aumentar a velocidade da reagédo.l8 Este
método oferece varias vantagens: (i) controlo total sobre a forma e o tamanho; (ii) temperatura de
processamento baixa; (iii) elevada homogeneidade; (iv) boa relacédo custo-desempenho e (v) sintese
simples.[58:59]

Convencionalmente, a solu¢édo precursora é colocada dentro de um autoclave e posteriormente
dentro de um forno a temperaturas entre 160 a 200 °C, para atingir pressées elevadas.®¥ No entanto,
embora seja um método muito simples e eficiente apresenta cinéticas de reagéo ainda lentas devido a
baixa temperatura utilizada. Por esta razao, recentemente tém sido feitos esforcos de combinacgéo deste
meétodo com radiagdo micro-ondas de forma a acelerar a reacdo. Ao contrario do método convencional,
cujo aquecimento da solugéo precursora é feito de fora para dentro do autoclave de uma forma indireta,
guando € usada a radiagdo micro-ondas o aquecimento é dielétrico, ou seja, utiliza as propriedades
inerentes dos liquidos, sélidos e/ou misturas para converter a energia das micro-ondas in situ em
aquecimento direto que promove a reacéo.® Este tipo de aquecimento permite que seja aquecida agua
até 100 a 150 °C em apenas 1 a 3 minutos, em contraste com os 60 a 100 minutos que demoraria pelo
método convencional, permitindo também poupanca de energia.l®>66 Devido a estas vantagens, neste
trabalho a sintese de WO3s NPs foi realizada por um método hidrotermal assistido por micro-ondas.

O processo de formacéo das nanoparticulas de WOs pode ser descrito em trés passos principais:

(i) formacao do acido tungstico:

O &cido tungstico (H2W0O4-nH20) forma-se pela acidificacdo da solugdo precursora. Uma vez que
este passo € crucial para a iniciacdo do processo de cristalizacdo, as sinteses foram realizadas a pH

inferior a 2 pois acima deste pH n&o ocorre a formacéo do acido.

Formacg&o do &cido tangstico: 2HY + W0~ + nH,0 —» H,W0,-nH,0 (2.5)

(ii) formacédo de agregados de WOs3 pela decomposi¢édo do H2WOa:
Formagéo do 6xido de tungsténio: H,WO0, -nH,0 - WO0; + (n+ 1) H,0 (2.6)

(iii) crescimento dos nucleos cristalinos de WOs.

Uma vez que o método de sintese hidrotermal é bastante dependente das condigfes experimentais,
neste trabalho, foi realizado um estudo sobre a influéncia de alguns parametros na sintese das WO3s NPs.

Os parametros estudados foram: precursor da reacdo, agente direcionador de estrutura e pH da solucao.
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3. DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo é feita a descricdo experimental do trabalho realizado, o que englobou a sintese das
nanoparticulas de WOs que foram utilizadas para impregnar os pocos dos sensores de papel fabricados

e, 0 crescimento das bactérias usadas nos ensaios colorimétricos.

3.1. Sintese das nanoparticulas de WO3

Neste trabalho, foi efetuado um estudo sobre a influéncia de precursores, agentes direcionais de
estrutura e pH na sintese das WOs NPs. Com este objetivo foram sintetizadas varias amostras de
WO3 NPs por um processo hidrotermal com radiacéo de micro-ondas.

Foram utilizados dois precursores diferentes: Na2W0Oa4-2H20, obtido comercialmente e PTA que foi
preparado através da oxidagéo de tungsténio metalico com H202. Numa sintese tipica,l®1 6 g de p6 de
tungsténio metalico monocristalino foi adicionado cuidadosamente a 50 mL de H202. Devido a natureza
altamente exotérmica da reacdo, a mesma foi feita sob agitacdo lenta durante 4 horas, dentro de um
refrigerador, de forma a manter a temperatura de reacédo inferior a 10 °C. O p4 de tungsténio em excesso
foi removido por filtragdo dando lugar a uma solucéo transparente. Para remover o excesso de H20: a
solucéo foi transferida para uma placa de petri que foi colocada huma placa de aquecimento a 65 °C e
adicionou-se 50 mL de agua destilada aguardando-se até a sua total evaporacao. Este procedimento foi
repetido varias vezes até ao aparecimento de cristais transparentes alaranjados. Estes cristais foram
moidos num almofariz obtendo-se um po6 cristalino amarelado correspondente ao PTA
(WOs3-xH202-yH:0).

Adicionalmente, nas sinteses com o precursor Na2W0O4-2H20 foram usados dois sais diferentes
como agentes direcionais de estrutura (ADE): NaCl e Na2SOa4. Nas amostras produzidas a partir do
precursor PTA apenas se estudou o efeito do pH da solucéo e ndo da influéncia dos agentes direcionais
de estrutura. Para cada precursor foram preparadas solu¢des em agua destilada e HCI 3 M para valores
de pH finais de 0,0, 0,4 e 1,8, com um volume final de 18 mL. As quantidades usadas de cada reagente

estdo apresentadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1 Reagentes e quantidades utilizadas nas soluc¢des iniciais para a sintese das WO3; NPs.

Precursor Quantidade (g) Agente direcional de estrutura Quantidade (g)
NacCl 0,30
Na>WOQO4-2H20 0,80
Na2S04 0,72
PTA 0,80 - -

As solugBes preparadas foram transferidas para recipientes de 35 mL que foram selados e
colocados no micro-ondas (Figura 3.1). As reacdes de sinteses foram realizadas a uma poténcia de
100 W, durante um tempo méaximo de 60 minutos, até as temperatura e pressao maximas de 200 °C e

300 psi, respetivamente.
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Figura 3.1 Micro-ondas utilizado na sintese das WO3; NPs.

Depois de decorridas as reac¢des, as amostras foram recolhidas por centrifugagdo (4000 rpm,
30 minutos) tendo sido feitas as lavagens com &gua destilada, seguido de secagem na estufa
(80 °C, 12 horas). Os pos obtidos foram moidos num almofariz até & obtengc&o de um p6 fino e foram
armazenados para posteriores caracterizacdes e desenvolvimento dos sensores colorimétricos.

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados nesta etapa encontram-se indicados em seguida

Reagentes: Tungstato de sédio (Na2W0O4-2H20) — Fluka 99,0 %; Acido cloridrico (HCI) — Sigma-Aldrich
37 %,; Cloreto de s6dio (NaCl) — MERCK 99,5 %, Sulfato de sddio (Na2SQO4) — Panreac 99 %; Pé de
tungsténio metalico monocristalino (W) — Aldrich 0,6-1 pum, Perédxido de hidrogénio (H202) — Panreac
30 %, Agua destilada — Milipore

Material: Filtro de seringa Roth com 0,45 ym de didmetro de poro

Equipamentos: Refrigerador Bartscher, Placa térmica Heidolph MR Hei-Tec, Balanca analitica OHAUS,
Micro-ondas Discover Synthesis Platform® da CEM Corporation, Centrifugadora Focus instruments,
Estufa EHRET TK 4067

3.2. Construcdo dos sensores de papel

A construcéo do sensor de papel foi feita segundo a tecnologia Lab-on-Paper que consiste na
definicao de zonas hidrofilicas no papel delimitadas por zonas hidrofébicas.

O processo de fabricacdo do sensor de papel dividiu-se em cinco etapas principais:

1) Preparacado dos substratos de papel:

Os dois substratos de papel usados foram: papel Whatman n° 1 e papel de fotocopia.

O papel Whatman n°1, adquirido na forma de folhas de tamanho 570 x 460 mm, foi cortado em folhas
de tamanho standard A5 (210 x 148 mm). O papel de fotocopia foi usado na forma como foi adquirido,
em folhas de tamanho A4 (297 x 210 mm).

Todos os substratos mencionados foram conservados em ambiente seco e ndo foram submetidos a

nenhum tratamento adicional antes de serem utilizados.
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2) Desenho do protétipo:

O design do sensor de papel e dos padrdes de cera foram feitos com recurso a um software de
desenho vetorial — Adobe lllustrator. Os pocos foram desenhados com largura de linha de 0,5 mm e
encontram-se distanciados uns dos outros por 1 mm. A Figura 3.2 ilustra o design de um dos sensores
de papel produzidos, com pocos de dimensfes 7 x 7 mm, de forma a assemelharem-se a microplacas
convencionais de 96 pocos. Além destes, foram também produzidos sensores semelhantes a
microplacas de 384 pocos, com dimensdes de 3,38 x 3,38 mm.

(A)
Frente
1 2 3 4 5 6 7 8 9

A

'-" Pogos
B \

E Verso
C

C
0 ©
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—

Figura 3.2 Protétipo do sensor de papel. (A) Parte frontal de um dos protétipos utilizados nos ensaios
colorimétricos; (B) Esquema por camadas do sensor de papel produzido.

O desenho foi feito em trés camadas diferentes (frente, pocos e verso) de forma a facilitar a difuséo
dos pogos da camada interior (Figura 3.2 — B).

3) Impresséo a cera:

A impresséo das trés camadas foi feita com a impressora Xerox ColorQube 8570 (Figura 3.3), que
utiliza tinteiros de cera sélida em vez dos tinteiros de tinta liquida convencional. A impressora aplica calor

de modo a fundir a cera e criar os padrées que sdo depois transferidos para a superficie do papel.

Tinta sélida

Aquecimento J
da tinta
Reservatério de
‘ Tambor .

tinta derretida

Cabeca
de impressédo

Figura 3.3 Representacdo esquematica da impressora utilizada na producao dos sensores de papel. Ampliagédo
gue mostra a tecnologia de derretimento da tinta sélida e passagem para o papel. Legenda: A — painel frontal;
B —tabuleiro para o papel; C —tambor de impresséo; D — cabeca de impresséo; E — percurso do papel; F -
pré-aquecedor de papel; G —tinteiros de cera sélida; H — fusé&o da tinta; | — acesso eletrénico; J —reservatério de
tinta derretida; K — kit de manutenc¢éo; L —reservatorio de residuos de tinta.

4) Difuséo da cera no papel:
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ApOs a impresséo da cera da camada intermédia (pogos) do sensor, o papel foi colocado numa placa
térmica a 140 °C durante 2 minutos de forma a difundir a cera por toda a espessura do papel. Este
método permite criar as zonas hidrofilicas delimitadas por zonas hidrofébicas. Depois disto 0 mesmo
papel foi novamente colocado na impressora para a impressao da frente e verso, de modo a encapsular
0s pocos. Estas duas camadas nao foram difundidas. A Figura 3.4 ilustra o0 que acontece na superficie
do papel antes e depois da difusédo da cera e, depois do encapsulamento, quando é depositado um certo
volume de liquido.

0,7 cm
e
Antes da difusdo ﬁ

Depois da difusao [ GO |

Depois do encapsulamento e ]

Figura 3.4 Esquema ilustrativo do que acontece antes e depois da difusdo da cera e depois do encapsulamento.
Efeito de cada etapa no confinamento do liquido (representado a rosa) no papel. Os blocos e linhas a preto
representam a cera imprimida e os blocos a cinzento a cera difundida.

5) Deposicéo das solucbes WOs3 NPs nos pocos dos sensores de papel:

A Ultima etapa da producéo do sensor de papel consiste na impregnacgéo dos po¢os com as solugdes
de WOs3 NPs sintetizadas, por drop casting (Figura 3.5). Para isso foram preparadas dispersdes das NPs
em agua destilada com posterior sonicagédo durante 2 minutos. Em cada poco foi depositado um certo

volume da disperséo de WO3s NPs e deixou-se secar durante a noite.

Figura 3.5 Impregnacéo por drop casting dos po¢cos com as nanoparticulas de WOs;.

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados nesta etapa encontram-se indicados em seguida.

Reagentes: Agua destilada — Milipore, Amostras de WO3 NPs

Material: Papel Whatman n° 1, Papel de fotocopia 300 % Portucel

Equipamentos: Impressora Xerox ColorQube 8570, Placa térmica Heidolph MR Hei-Tec, Sonicador
Scansci SONICS vibra-cell
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3.3. Crescimento bacteriano

No presente trabalho, foram usadas duas estirpes bacterianas: Geobacter sulfurreducens
(estirpe ATCC 51573/DSM 12127/PCA) e Escherichia coli (estirpe BL21 (DE3)).
A bactéria G. sulfurreducens foi usada como EAB e a bactéria E. coli como controlo negativo.

3.3.1. Crescimento da bactéria Geobacter sulfurreducens

O crescimento da G. sulfurreducens foi feito em meio liquido NBAF (0,04 g/L CaClz-2H20,
0,10 g/L MgSO4-7H20, 1,80 g/L NaHCOs, 0,50 g/L Na2COs-H20, 0,19 mg/L Na2SeOs, DL vitaminas, 100X
NB sais e elixir de minerais NB com 10 mM NaC:Hs02:3H20 como o doador de eletrdes e 40 mM
Na2C4H204 como o aceitador de eletrdes). Para controlar o meio anaerdbico adicionou-se o corante
resazurina como indicador uma vez que este é reduzido a resorufina, com uma colorac¢éo cor-de-rosa,
na presenca de oxigénio.

Depois da preparacdo do meio NBAF este foi transferido para frascos anaerdbios com capacidade
de 10 mL e 50 mL, respetivamente. De seguida, foi feito o desarejamento do meio com uma mistura de

8:2 de N2:CO2, de acordo com o seguinte protocolo:

e Desarejamento dos tubos anaerdébios:
1) 6 minutos abertos com a agulha mergulhada no liquido;
2) 6 minutos com a tampa de borracha e a agulha mergulhada no liquido;
3) 3 minutos com a tampa de borracha e a agulha acima do liquido.
e Desarejamento das garrafas anaerébias:
4) 15 minutos abertos com a agulha mergulhada no liquido;
5) 7,5 minutos com a tampa de borracha e a agulha mergulhada no liquido;

6) 3 minutos com a tampa de borracha e a agulha acima do liquido.

O aparato utilizado esta indicado na Figura 3.6.

Figura 3.6 Aparato utilizado para o desarejamento do meio NBAF.

Depois de completo este processo, 0s tubos e as garrafas foram selados com tampas de borracha e
cépsulas de aluminio, com o auxilio de um encapsulador. Posteriormente, procedeu-se a autoclavagem
21
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de forma a tornar o meio NBAF estéril. Toda a restante manipulagdo dos tubos e garrafas com o meio
NBAF foi feita a chama de forma a manter a esterilidade.

Antes da inoculagéo dos tubos com 1 % de cultura de G. sulfurreducens e incubagéo a 30,5 °C, foi
adicionado 1 % de cisteina (100 mM, pH 7,0) para reduzir o oxigénio residual presente no meio e 2 % de
extrato de levedura, para promover o crescimento das células. Os reagentes, materiais e equipamentos

utilizados nesta etapa encontram-se indicados em seguida

Reagentes: Geobacter sulfurreducens (estirpe ATCC 515873/DSM 12127/PCA), Cloreto de calcio
dihidratado (CaClz-2H20) — Sigma-Aldrich, = 99 %, Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSOa4-7H20)
— Panreac 98 — 102 %, Bicarbonato de sédio (NaHCO3z) — Cmd Chemicals, Carbonato de sodio
monohidratado (Na2COs-H20) — Sigma-Aldrich, 99,5 %, Selenato de sédio (Na2SeO4) — Sigma-Aldrich,
95 %, DL vitaminas, sais NB e elixir de minerais NB, Acetato de sddio trihidratado (NaC2H3zO2-3H20) —
Sigma-Aldrich, = 99 %, Fumarato de s6dio (Naz2C4H204) — Sigma-Aldrich, = 99 %, Resazurina — Panreac,
Amax = 597 — 620 nm, Cisteina — Sigma-Aldrich, = 97 % e Extrato de levedura - HIMEDIA

Materiais: Encapsulador Sopelco analytical, agulhas Cadence science 152,4 mm, tubos (10 mL) e
garrafas (50 mL) para crescimento celular em condicdes anaerébias e septos de borracha
Equipamentos: Placa de agitacdo VWR, Estufa Binder

3.3.2. Caracterizacdo da bactéria Geobacter sulfurreducens: curva de crescimento e
determinacdo do peso seco

As garrafas anaerdbias com meio NBAF desarejado foram preparadas com o objetivo de realizar
uma curva de crescimento da bactéria G. sulfurreducens. Para a realizagédo desta foi inoculado um tubo
com 1 % de cultura de G. sulfurreducens e incubado a 30 °C até atingir uma absorvancia a 600 nm de
0,3. A partir desta suspensao celular inocularam-se trés garrafas com 1 % de cultura cada: duas garrafas
sem e uma com o0 corante resazurina — as garrafas sem corante serviram para a medicao da absorvancia
e a garrafa com corante serviu como controlo da manutencédo das condi¢cdes anaerobias. As garrafas
foram incubadas a temperatura de 30 °C e foi medida a absorvancia a 600 nm ao longo do tempo, de
forma a acompanhar o aumento da densidade celular, até as células chegarem a fase estacionaria.

A concentragdo da bactéria G. sulfurreducens utilizada em cada ensaio (peso/volume) foi
determinada através de uma reta de calibracdo em que se relacionou a densidade celular, absorvancia
no comprimento de onda de 600 nm, com o0 peso seco da bactéria. Com este objetivo, foi feito um
crescimento até a fase estacionaria e registou-se o valor da absorvancia a 600 nm. Seguidamente, foram
feitas diluicbes sucessivas de 1:1 com respetiva medicdo dos valores de absorvancia. A suspensédo
celular na fase estacionaria foi passada por duas membranas de acetato de celulose, 10 e 20 mL
respetivamente, através de filtragdo a vacuo. Estas membranas e uma membrana sem nada foram
deixadas a secar numa estufa a 100 °C durante 24 horas e depois colocadas hum exsicador durante
mais 24 horas. As trés membranas foram pesadas e subtraiu-se o peso da membrana sem nada as
membranas com células da bactéria. A média destas duas massas corresponde ao peso seco da bactéria
na fase estacionaria. Os restantes pesos secos foram determinados a partir de uma regra de trés simples

e foi feita a reta de calibracdo peso seco vs. absorvancia.
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3.3.3. Crescimento da bactéria Escherichia coli

O crescimento da Escherichia coli foi feito em meio Luria-Broth (meio LB) composto por 10 g/L
triptona, 5 g/L extrato de levedura e 10 g/L NaCl. O meio LB liquido foi transferido para tubos com
capacidade para 5 mL de meio. Foram também preparadas pacas de petri com meio LB sélido. Para isso
adicionou-se agar ao meio LB liquido preparado previamente. Este meio sélido foi vertido para placas de
petri e foi deixado a secar a temperatura ambiente.

Os tubos com o meio liquido e as placas de petri com o meio solido foram autoclavados durante
20 minutos.

Como o crescimento da E. coli é confluente, antes da inoculacgéo das células no meio liquido foi feito
0 plagueamento em meio sélido e usou-se 0 método de arrastamento para a obtencdo de colénias
isoladas. A placa de petri foi incubada a 37 °C durante a noite. Seguidamente, repicou-se uma colénia
isolada e inoculou-se um tubo com o meio liquido LB. Este tubo foi incubado a 37 °C, 200 rpm durante
18 horas até a cultura celular atingir um valor de Absesoo nm ~1,5.

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados nesta etapa encontram-se indicados em seguida.

Reagentes: Escherichia coli (estirpe BL21 (DE3)), Triptona, Extrato de levedura - HIMEDIA, Cloreto de
sédio (NaCl) — Panreac, 99,5 %
Materiais: Placas de petri

Equipamentos: Incubadora Thermo scientific MaxQ4000

3.4. Ensaios colorimétricos

Os ensaios colorimétricos foram realizados em solugéo e nos sensores de papel produzidos.

Devido & natureza anaer@bia da bactéria usada como EAB todos os ensaios colorimétricos foram
efetuados dentro de uma camara anaerébica (LABstar Glove Box Workstation, MBRAUN) com Oz <0,1
ppm (Figura 3.7).

Nos ensaios colorimétricos a bactéria G. sulfurreducens foi utilizada como controlo positivo e a
bactéria E. coli como controlo negativo. Adicionalmente foi também utilizado como controlo negativo o

tampdo de ressuspensao e tendo sido efetuados ensaios em branco apenas com as WO3s NPs.

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas 23



Figura 3.7 Camara anaer6bia usada nos ensaios colorimétricos deste trabalho.
3.4.1. Testes em solucéo

A observacao do desenvolvimento da cor azul nas WOz NPs pela acdo da bactéria G. sulfurreducens
foi realizada em primeiro lugar em solucéo, de forma a validar posteriormente os ensaios colorimétricos
em papel. Para isso foram preparadas solu¢des em agua miliQ das WOs NPs sintetizadas. Além disso,
foi feito o crescimento das bactérias G. sulfurreducens e E. coli até a fase exponencial-tardia. Os
restantes procedimentos foram efetuados no interior da cAmara anaerdbia. Foram retirados 2 mL da
suspenséo celular de G. sulfurreducens e de E. coli que foram centrifugados (6000 rpm, 5 minutos) e
ressuspendidos em 400 pL de tampéo (30 mM NazHPO4-2H20, 30 mM KCI e 30 mM CHsCOONa pH
6,53) na auséncia de aceitador de eletres.

Os testes em solucéo foram realizadas em microplacas de 96 pogos e, para cada 100 pL células
ressuspendidas no tampéo, foram adicionados 80 pL de solucdo de WOs NPs.

Todos os ensaios foram feitos em triplicado.

3.4.2. Testes em papel

Os testes em papel foram feitos através da adicdo direta de um certo volume de células
ressuspendidas no tamp&o, aos pocos de papel respetivos, impregnados previamente com as WOs NPs.
Todos os ensaios foram feitos em triplicado.

Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados nesta etapa encontram-se indicados em seguida.

Reagentes: Fosfato de sédio dihidratado (Na2HPO4-2H20) — Analar NORMPUR, 99,9 %, Cloreto de
potassio (KCI) — Panreac 99,5 — 100,5 %, Acetato de sddio (CHsCOONa) — Panreac, 99 — 101 %,
Amostras de WO3 NPs
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Materiais: Microplacas de 96 pocos VWR, estéreis e com fundo liso (Vmax = 360 L)
Equipamentos: Centrifugadora ROTH, Camara anaerdbia LABstar Glove Box Workstation, M.BRAUN

3.5. Protocolo paraa preparacao de amostras bioldgicas para microscopiaeletronica
de varrimento

No decorrer deste trabalho, foram preparadas e vistas por microscopia eletrénica de varrimento
(SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) as células de G. sulfurreducens isoladas e em contacto
com as WOz NPs. O protocolo para a preparacdo destas amostras € crucial e foi otimizado de acordo
com o descrito de seguida:

1. Transferir 4 mL de suspenséo celular para dois eppendorfs de 2 mL;

2. Centrifugar a 6000 rpm durante 5 minutos e remover o sobrenadante;

3. Ressuspender o sobrenadante em 2 mL de glutaraldeido 3 % em cada eppendorf e aguardar
2 horas;

6. Centrifugar, remover o sobrenadante e adicionar 2 mL de tampé&o cacodilato 0,1 M pH 7,4 a cada
eppendorf;

7. Repetir o ponto 6 mais duas vezes, e na Ultima passagem adicionar apenas 1 mL de tampé&o;

8. Adicionar o volume dos dois eppendorfs em um;

9. Nesta fase, a solugéo pode ser guardada no frigorifico para o dia seguinte;

10. Lavar uma vez com etanol absoluto 70 %, outra com 95 % e trés vezes com etanol absoluto
100 %. Esperar 20 minutos entre cada lavagem. (Nota: na segunda lavagem com etanol absoluto 100 %
colocar 500 pL e na udltima lavagem colocar 100 pL);

11. Colocar £ uma gota na bolacha de silicio monocristalino e adicionar umas gotas de
hexametildissilazano (HDMS) (trabalhar na hotte) por cima da bolacha, de modo a cobrir toda a

superficie, para secar.

Nota: no caso da preparacao da bactéria em contacto com as WOz NPs o procedimento € 0 mesmo com
um passo inicial adicional: adicionar 600 pL de solu¢do de WO3sNPs 5 g/L a 480 L de suspenséo celular

e aguardar sensivelmente 30 minutos até ao aparecimento da cor azul; seguir o restante protocolo.

Preparacéo das solucdes:

Tampéo cacodilato 0,2 M pH 7.4

2,1403 g NaCacodilato, 50 mL H20 (acertar pH)

Tampéo cacodilato 0,1 MpH 7.4

4,28 g NaCacodilato, 200 mL H2O (acertar pH)

Glutaraldeido 3 %

12 mL 25 % Glutaraldeido, 38 mL H20, 50 mL tampao cacodilato 0,2 M pH 7,4
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4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

As técnicas de caracterizacao utilizadas no decorrer deste trabalho foram selecionadas com o intuito
de obter informacdes sobre a estrutura, morfologia e composi¢céo quimica das amostras de WOz NPs e
dos substratos de papel utilizados. Os substratos de papel foram também caracterizados em termos de
hidrofibicidade e analisados termicamente. As amostras bioldgicas foram caracterizadas em termos de
morfologia.

4.1. Caracterizacdo estrutural e morfolégica
4.1.1. Difracao de raios-X

A difracao de raios-X (XRD, do inglés X-rays Diffraction) é uma técnica ndo destrutiva usada na
analise de materiais cristalinos/policristalinos, na forma de po6, flme ou em bulk. Esta técnica permite
identificar diferentes estruturas cristalinas presentes num material e analisar as suas propriedades
estruturais.

Os raios-X sdo produzidos quando um eletrdo de alta energia (gerado no catodo do tubo catddico)
colidir com um alvo metalico (anodo). A dispersdo dos raios-X pela estrutura ordenada de um cristal
resulta na interferéncia entre os raios dispersos, de forma construtiva ou destrutiva, ocorrendo o
fenomeno de difracéo (Figura 4.1). A interferéncia construtiva das ondas ocorre em angulos especificos
que seguem a lei de Bragg descrita pela Equacéo 4.1,

nl = 2dsenf (4.2)
em que n € o ndmero de reflexdo, A representa o comprimento de onda da radiagao incidente, d a

distancia entre os planos cristalinos que dependem da orientacao (hkl) e 6 é o &ngulo formado entre os

planos atémicos e o feixe de raios-X incidente (e difratado)

Figura 4.1 Interferéncia construtiva dos raios-X com o material cristalino.

Variando o angulo de incidéncia da radiacdo e medindo num contador a intensidade do feixe
difratado, obtém-se um difratograma, onde as interferéncias construtivas aparecem na forma de picos.
A determinacao da geometria do material pode ser feita gragas a comparagao do difratograma obtido

com um imenso nimero de estruturas depositadas em bases de dados oficiais.
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Neste trabalho, a técnica de DRX foi utilizada para verificar as fases cristalinas das WOz NPs, assim
como para caracterizar os substratos de papel utilizados. Os difratogramas foram adquiridos num
intervalo de 26 variando-se de 10 a 70 ° com intervalo de 0,03 °. As medidas foram realizadas num
difratdmetro de raios-X X’Pert Pro da PANalytical (Figura 4.2), utilizando radiagao a linha Ka do cobre
(1,5406 A).

I

Figura 4.2 Equipamento utilizado na Difrac&o de raios-X.
4.1.2. Microscopia eletrénica de varrimento

A microscopia eletrbnica de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) é um
importante e versatil método de caracterizacdo da morfologia de materiais e amostras biolégicas.

O principio fisico de funcionamento da SEM consiste na emissdo de um feixe de eletrbes (elétrodo
negativo) por um filamento capilar de tungsténio mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que
pode variar de 0,5 a 30 kV, que sdo acelerados em dire¢do ao elétrodo positivo. A correcdo da direcdo
do feixe, nesse percurso, € realizada por lentes condensadoras que alinham o feixe em direcao a abertura
da lente objetiva. A objetiva ajusta o foco do feixe antes dos eletrBes atingirem a amostra que sera
analisada. A imagem é assim obtida pelo varrimento do feixe eletrénico incidente sobre a superficie da
amostra. Depois da amplificacdo e processamento apropriados, um detetor de eletrbes € responsavel
pela geracédo da imagem mostrando-a no visor. A SEM produz imagens de alta resolucdo, o que garante
obter alta ampliacdo de detalhes (até 300.000 vezes) sem perda de nitidez. Com a SEM, é possivel obter
imagens tanto pelo padrao de difracdo de eletrdes secundarios (emitidos pelos atomos excitados pelo
feixe de eletr6es) como de eletrdes retrodifundidos. Quando € utilizado o padréo de eletrdes secundarios,
obtém-se imagens da topografia da superficie, enquanto que o padrdo de eletrbes retrodifundidos,
proporciona imagens com diferenga de contraste de acordo com o elemento que esta a ser analisado,
por exemplo, elementos pesados como o ferro aparecem mais claros e elementos leves como o carbono

aparecem mais escuros.
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Neste trabalho, a SEM foi utilizada para analisar a morfologia das WOz NPs, dos substratos de papel
e da G. sulfurreducens. As analises foram realizadas num microscépio eletrénico de varrimento Carl
Zeiss AURIGA Crossheam SEM-FIB (Figura 4.3).

(A) (B)
Feixe de
~ eletrbes
&gw Anodo
Lentes
condensadoras
Detetor de

eletroes
retroespalhados

' Detetor de
Amostra eletroes

secundérios

Figura 4.3 (A) Equipamento utilizado na Microscopia eletronica de varrimento; (B) Representagédo esquematica de
um equipamento de SEM.

4.1.3. Espectroscopia dispersiva de raios-X

A espectroscopia dispersiva de raios-X (EDS, do inglés Energy Dispersive Spectroscopy) é uma
técnica analitica usada na caracterizagdo quimica elementar de amostras e que geralmente é acoplado
ao SEM. O seu funcionamento depende da interacéo da radiagédo de raios-X com um dado material. Uma
vez que cada elemento quimico possui uma estrutura atomica Unica a interacdo da radiagdo com a
amostra origina picos caracteristicos de cada elemento num espectro de intensidade (nGmero de fotdes
registados) em funcdo da energia dos raios-X.

Esta técnica esta limitada a identificag&o de elementos de nimero atémico superior a Z = 5 (boro).
Os detetores podem ser ajustados de modo a passaram apenas uma gama de pulsos correspondentes
ao pico de raios-X carateristico de um determinado elemento. O resultado permite produzir uma imagem
elementar ou um mapa de raios-X da amostra, com a distribuicdo de cada elemento na amostra.

Os dados obtidos por EDS podem ser quantificados através do uso de padrdes elementares
apropriadas e recorrendo a algoritmos computacionais. Para a obtencdo dos espectros EDS dos
materiais estudados utilizou-se um detetor Oxford INCA xact com uma tensédo de aceleragcédo de 15 kV e

abertura de diafragma de 60 um de modo a maximizar o sinal de raios-X emitidos pelas amostras.
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4.2. Caracterizacdo quimica
4.2.1. Espectroscopiadeinfravermelho por transformada de Fourier com modo ATR

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) € um tipo de espectroscopia de absorcdo que é usada para identificar um
composto ou investigar a composi¢do de uma amostra. Esta andlise baseia-se no facto de as ligacdes
guimicas possuirem frequéncias de vibracao especificas as quais correspondem a niveis de energia bem
definidos, chamados de niveis vibracionais. As vibragées moleculares podem ser divididas em dois tipos:
vibracdo de deformacéo axial (stretching) e vibracdo de deformagéo angular (bending) (Figura 4.4 — B).
As deformacdes axiais podem ser simétricas ou antissimétricas e sao oscilacdes radiais das distancias
entre os nulcleos, e as deformacgdes angulares envolvem mudancas dos angulos entre o plano que
contém a ligagdo e um plano de referéncia, podendo ser simétricas, antissimétricas ou simétricas e
antissimétricas fora do plano. Quando um feixe de radiagéo infravermelha atravessa a amostra a radiagédo
€ absorvida pela molécula, causando altera¢cdes no estado vibracional das ligagBes covalentes, e a
absorcao é quantificada. Como esta alteracdo provoca alteragdo dos estados rotacionais circundantes,
0 espectro obtido é apresentado em forma de bandas. O espectro infravermelho pode ser apresentado
em funcgdo da transmitancia ou da absorvancia da amostra.

Quando a amostra se revela inapropriada para medi¢ao da transmitancia, por exemplo por ser opaca,
pode ser utilizada uma configuracdo que permita medir a reflectdncia. No modo ATR (Attenuated Total
Reflection) a interacdo entre o feixe e a amostra é realizada na interface entre a amostra e um cristal. O
feixe infravermelho é direcionado através do cristal e, devido a altera¢do do indice de refracdo na sua
superficie, o feixe é refletido para tras em varios pontos ao longo do comprimento do cristal, até
finalmente sair para o detetor. Quando a amostra é colocada em contacto com a superficie do cristal, o
feixe vai interagir com a amostra em diversos pontos. 4168l

O aparelho utilizado foi o espectrofotometro Thermo Scientific com acessério ATR de cristal de
diamante (Figura 4.4 — A). Os espectros foram obtidos na gama de nameros de onda 520 a 4000 cm-2.
Esta técnica foi utilizada para caracterizar as WO3 NPs sintetizadas e os substratos de papel utilizados

no desenvolvimento do sensor colorimétrico.
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Figura 4.4 (A) Equipamento utilizado na Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier; (B) Tipos
de deformagdes.

4.3. Difusao dinamica daluz

A difusé@o dinamica de luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) € uma técnica fisica que pode
ser usada para determinar o tamanho de pequenas particulas em suspensao, ou de polimeros em
solucgéo.

Quando a luz atinge particulas de pequenas dimensdes, é dispersa em todas as dire¢des, desde que
0 tamanho das particulas seja inferior ao comprimento de onda do fotdo incidente. Este fendmeno é
chamado de dispersdo de Rayleigh. A intensidade da luz dispersa varia ao longo do tempo, uma vez
gue, as particulas em suspensado se encontram em movimento (movimento Browniano), fazendo variar
a distancia entre os centros dispersores da luz. O tamanho das particulas pode ser determinado através
da medig&o das mudancas na intensidade da luz dispersa ao longo do tempo (Figura 4.5 — B).

Esta técnica foi utilizada para determinar o tamanho das WOs NPs sintetizadas. O equipamento
utilizado foi o AvidNano, W130i SABRe optics (Figura 4.5 — A).

(A)

(B)

Intensidade

Tempo

Figura 4.5 (A) Aparelho utilizado na técnica de Difuséo dinamica da luz; (B) Representacdo esquematica da
medicao daintensidade da luz dispersa ao longo do tempo.
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4.4. Angulo de contacto

A interacdo entre uma superficie e um determinado liquido pode ser estudada através da medida do
chamado angulo de contacto 6c. Este é definido como o angulo entre um plano tangente a uma gota do

liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra depositado (Figura 4.6).

YLV
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AN N\

Figura 4.6 Esquema ilustrativo do comportamento de uma gota de liquido numa superficie.
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A molhabilidade de uma superficie depende do equilibrio termodinamico entre um sistema de trés
interfaces: sélido, liquido e vapor. Assim, o &ngulo de contacto representa uma medida quantitativa do
processo de molhabilidade. Formalmente, o &ngulo de contacto entre uma gota de um liquido com uma
tensdo superficial conhecida e uma superficie solida depende da relacdo entre as forcas adesivas (que
fariam a gota espalhar-se sobre a superficie) e as for¢as coesivas do liquido (que guerem contrair a gota
a uma esfera com uma superficie minima). Se a gota repousar sobre uma superficie homogénea
perfeitamente nivelada, forma-se um angulo de contato de equilibrio entre o liquido e a superficie sélida
em qualquer ponto da linha de trés fases, onde se encontram o solido, o liquido e a fase de vapor. De
acordo com o principio da menor energia, a natureza tende sempre a um estado de minima energia. E
por esta razdo, por exemplo, que uma gota de agua tende a forma esférica, pois esta é a forma
geométrica com a menor area superficial. Da mesma forma, a adesdo de um material sobre outro sera
tanto melhor quando maiores forem as energias de superficies envolvidas.

Considerando a gota em equilibrio, tem-se a equacdo de Young (Equacdo 4.2), que pode ser
derivada minimizando a energia mecanica do sistema para variacdes diferenciais das areas de contacto

das fases sdlida, liquida e gasosa:

Ysv—VsL
S 4.2
YLv ( )

cosf =

onde B¢ representa o dngulo de contacto, ysv, ysL € yLv representam as tensdes superficiais das interfaces
sélido-vapor, sélido-liquido e liquido-vapor, respetivamente. Quando o angulo de contacto se situa entre
0° < B¢ <90°, diz-se que o liquido molha a superficie do sélido e o substrato € considerado hidrofilico. No
caso de o angulo se situar entre 90° < 8¢ <180° considera-se que o liquido ndo molha o sélido e o
substrato é considerado hidrofébico.

As propriedades hidrofobas dos substratos de papel foram determinadas através do equipamento

OCA 20 da Data Physics, representado na Figura 4.7.
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Figura 4.7 Equipamento utilizado na medi¢ao dos angulos de contacto dos substratos de papel.

4.5. Andlise térmica

A andlise térmica possibilita inferir sobre as altera¢des que um tratamento térmico pode provocar na
massa da amostra, estimando-se, desta forma, as rea¢des de decomposicao e/ou degradacdo que
podem ocorrer.

Neste trabalho, foram usadas em simultaneo as técnicas de termogravimetria e de calorimetria
diferencial de varrimento, para caracterizar os substratos de papel utlizados. A andlise térmica das
amostras foi efetuada em atmosfera de ar e foram utilizados cadinhos de aluminio, no intervalo entre
20 °C e 550 °C com uma taxa de aguecimento de 5 K/min. O aparelho utilizado foi o NETZSCH (Figura
4.8).

Figura 4.8 Aparelho utilizado na anélise térmica dos substratos de papel.
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45.1. Termogravimetria

A termogravimetria (TG) é uma técnica de analise térmica na qual a variacdo da massa da amostra
é determinada em funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto a amostra é submetida a uma
programacao controlada de temperatura. O seu uso mais comum é na determinacdo de certas
caracteristicas da amostra que exibem perda ou ganho de massa devido a fenémenos de decomposigéo,
oxidacdo ou perda de compostos volateis. Representa uma técnica especialmente Gtil no estudo de

materiais poliméricos incluindo as fibras de celulose.

4.5.2. Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC, do inglés Differential Scanning Calorimetry) é uma
técnica termoanalitica onde a diferenca entre a quantidade de calor necessaria para aumentar a
temperatura de uma amostra e da referéncia € medida em fungcédo da temperatura. Os calorimetros
diferenciais de varrimento sdo constituidos por dois suportes de amostra, um para a amostra em estudo
e outro para a referéncia (material inerte). A temperatura € medida continuamente e a técnica diferencial
€ usada para determinar o fluxo de calor da amostra, igualando os ganhos de calor entre a referéncia e
a amostra. Com esta técnica é possivel registar variagcbes como a temperatura de transicéo vitrea e a
temperatura de inicio de degradacéo. Estas resultam em picos endotérmicos ou exotérmicos no gréafico

de fluxo de calor em funcéo da temperatura.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no decorrer deste trabalho assim como a sua
discussao.

Inicialmente é apresentada a caracterizagdo estrutural, morfologica e quimica das WOs NPs e de
seguida os resultados estruturais, morfologicos, quimicos e térmicos dos substratos de papel utilizados
no desenvolvimento do sensor colorimétrico: papel de fotocopia e papel Whatman. O aumento da
densidade celular, ao longo do processo de crescimento, da bactéria usada como EAB — Geobacter
sulfurreducens — é acompanhado por espectroscopia UV-vis e a morfologia foi verificada por SEM.

Por dltimo, séo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos ensaios colorimétricos, em

solugdo e em papel, com os sensores desenvolvidos na presenga da bactéria G. sulfurreducens.

5.1. Caracterizagcdo das nanoparticulas de WOs sintetizadas

No presente trabalho foi efetuado um estudo sobre a influéncia de alguns fatores na sintese
hidrotermal das WOs NPs, sendo eles: o precursor, o agente direcional de estrutura (ADE) e o pH de
sintese. As amostras obtidas foram caracterizadas por Difracdo de raios-X, Microscopia eletronica de
varrimento e Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

De modo a facilitar a identificacdo de cada amostra foi atribuida uma nomenclatura mais simples,

que é apresentada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Nomenclatura das WO;3; NPs sintetizadas

Precursor ADE pH [Nomenclatura
0,0 NC1
NacCl 0,4 NC2
NazWO4-2H20 L8 NeS
0,0 NS1
Na2S04 0,4 NS2
1,8 NS3
0,0 PT1
PTA - 0,4 PT2
1,8 PT3
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5.1.1. Difracao de raios-X

A técnica de DRX foi utilizada para determinar as estruturas cristalinas das amostras de WO3s NPs
sintetizadas. Os difratogramas resultantes estao apresentados na Figura 5.1.
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Figura 5.1 Difratogramas das WO; NPs sintetizadas. (A) WO; NPs sintetizadas a partir das solugdes com
Na,WO0O,-2H,0, NaCl; (B) WO; NPs sintetizadas a partir das solu¢gdes com Na,W0O,-2H,0, Na,SOy; (C) WO; NPs
sintetizadas a partir das solugdes com PTA. Os picos assinalados com * e ¢ sdo caracteristicos das estruturas
cristalinas do precursor Na;,WQ,-2H,0 e do H,WQ,, respetivamente. Os picos marcados com A ndo sao identificaveis.

Pela andlise dos difratogramas verifica-se que através da variacdo dos fatores mencionados
anteriormente, foi possivel obter-se com sucesso as trés estruturas cristalograficas, mais comuns, do
WOs: monoclinica (m-WOz), ortorrdbmbica hidratada (0-WO3:0,33H20) e hexagonal (h-WQs). A
identificacdo das estruturas cristalograficas foi feita com o auxilio do software HighscorePlus,
PANalytical, por comparacdo com as fichas cristalograficas depositadas na base de dados do
International Centre for Diffraction Data (ICDD) com as referéncias #00-043-1035, #01-072-0199 e #01-
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075-2187, para as fases monoclinica, ortorrombica e hexagonal, respetivamente e #01-084-0886 para o
acido tangstico (Anexo A).

E possivel concluir que quando o Na;W0Q4-2H20 é usado como precursor com o NaCl como agente
direcional de estrutura (ADE) (Figura 5.1 — A), as WOs NPs crescem com uma estrutura cristalografica
monoclinica (m-WOz) a pH 0,0 (amostra NC1) e com uma estrutura ortorrbmbica hidratada
(0-W0s3:0,33H20) a pH 1,8 (amostra NC3). No caso da sintese a pH 0,4 (amostra NC2) obteve-se uma
mistura das duas fases, monoclinica e ortorrdbmbica juntamente com o precursor (*) e com o produto
intermediério, &cido tlngstico (¢), uma vez que, nestas condigbes experimentais a velocidade das
reacdes envolvidas na formagéo das NPs ocorre mais lentamente, ndo ocorrendo a decomposigéo total
do produto intermediario em W0s3.152 Quando o Na2SQ4 é utilizado como ADE (Figura 5.1 — B), obtém-se
as estruturas cristalograficas monoclinica, ortorrémbica e hexagonal (h-WOs3) para os valores de pH da
sintese de 0,0 (amostra NS1), 0,4 (amostra NS2) e 1,8 (amostra NS3), respetivamente. E importante
notar que a estrutura ortorrémbica obtida a pH 0,4 possui também um pico atribuido ao acido tingstico
(#) e dois picos adicionais que néo foi possivel atribuir a nenhuma ficha da base de dados ICDD. O
aparecimento destes dois picos esta relacionado com distor¢des na rede cristalina da estrutura
cristalogréafica aquando do crescimento das NPs.[%® Finalmente, quando as sinteses séo efetuadas com
0 PTA como precursor (Figura 5.1 — C), a estrutura cristalogréfica das WOz NPs varia de monoclinica,
para os valores de pH mais baixo (amostra PT1) e mais alto (amostra PT3), a ortorrbmbica para o pH
intermédio (amostra PT2). Estes resultados demonstram a influéncia do precursor da reagéo e estédo de
acordo com resultados ja publicados, embora possuam diferentes intensidades nos planos
cristalograficos.l’

A influéncia do pH é visivel em todas as reacdes efetuadas, sendo que para o pH 0,0 obteve-se
sempre a estrutura monoclinica independentemente do precursor utilizado. A um pH intermédio (0,4), a
estrutura cristalina 0-W03:0,33H20 prevalece ainda que a uma velocidade de reacéo reduzida para o
caso do precursor Na2WOs4-2H20. Nesta condi¢cdo ocorre ainda uma mistura de fases e a presenca de
impurezas/reagentes precursores. As maiores diferencas em termos de estrutura cristalografica ocorrem
ao pH mais elevado (1,8) ja que se obtiveram as trés estruturas cristalinas do WQOs, dependendo do
precursor e ADE. Conclui-se assim, que com o aumento do pH, ou seja, diminui¢cdo de protdes, o efeito
dos reagentes sobrepde-se ao do pH.

Os ADE atuam como capping agents controlando cineticamente a taxa de crescimento de diferentes
faces do cristal através da absor¢éo e desabsorcao seletiva as mesmas. Quando os ibes sdo adicionados
ao processo de sintese estes ficam absorvidos na superficie de algumas das faces, levando a um
crescimento mais lento das mesmas e permitindo o crescimento mais acelerado das outras. No caso dos
ibes sulfato, foi reportado anteriormentel®1.66.71.721 que a absorcdo seletiva as faces resulta num
crescimento mais rapido apenas numa direcdo (estrutura unidimensional) dando origem a geometria
hexagonal em forma de agulha, sendo que os ides positivos de sddio funcionam como estabilizadores
no processo de crescimento. No caso dos ibes cloreto, ainda ndo se encontra totalmente comprovado
qual o efeito no crescimento das NPs mas prevé-se que seja similar ao dos ides sulfato.

Os parametros de rede das amostras obtidas foram também calculados e estdo apresentados na
Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 Parametros de célula das nove amostras de WO3; NPs.

Constantes da célula, A Angulo, °
Amostra

a b c a B Y

NC1 7,30 | 7,53 10,50 90,00 | 133,04 90,00
NC2 7,92 | 7,55 10,49 90,00 | 132,96 90,00
NC3 7,32 | 12,52 7,73 90,00 | 90,00 90,00
NS1 7,30 | 7,52 10,51 90,00 | 133,07 90,00
NS2 7,31 | 12,52 7,51 90,00 | 90,00 90,00
NS3 732 | 7,32 3,90 90,00 | 90,00 119,00
PT1 7,63 | 7,29 10,54 90,00 | 141,53 90,00
PT2 7,36 | 12,51 7,70 90,00 | 90,00 90,00
PT3 7,30 | 7,53 10,51 90,00 | 133,07 90,00

Os valores estdo de acordo com os caracteristicos para as estruturas cristalograficas em questao
(Anexo A).
Adicionalmente, foram também preparadas as imagens das trés estruturas cristalograficas obtidas,

com o auxilio do software CrystalMaker (Figura 5.2).

(A)
<—Tipol

<€<—Tipo ll

(€)
Tunel hexagonal
Cavidade trigonal

Figura 5.2 Imagens das estruturas cristalogréaficas obtidas na sintese das WO3; NPs. (A) Estrutura cristalogréafica

monoclinica; (B) Estrutura cristalografica ortorréombica com os dois tipos de ligagéo —tipo | e tipo IlI; (C)

Estrutura cristalografica hexagonal onde sdo evidenciados os taneis hexagonais e as cavidades trigonais.

Estas imagens evidenciam as diferencas na geometria das trés estruturas cristalograficas. A
estrutura monoclinica e a estrutura ortorrbmbica hidratada apresentam uma geometria mais compacta
em relacdo a estrutura hexagonal. A geometria monoclinica (Figura 5.2 — A) possui uma estrutura
classica do tipo ReOsz com partilha dos cantos dos octaedros de WOs conectado nas trés direcdes
espaciais.lf2 O elemento estrutural basico da geometria ortorrémbica hidratada (Figura 5.2 — B) consiste

num plano infinito de octaedros de WOs que partilham os seus cantos formando anéis de seis membros
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ao longo do plano (001), em duas dire¢des espaciais. Cada plano (001) &€ composto por dois tipos de
octaedros de WOe: tipo | e tipo Il. O tipo | consiste em seis atomos de oxigénio que rodeiam o atomo
central de tungsténio, conectando seis octaedros diferentes pela partilha dos seus cantos. Os quatro
atomos de oxigénio no plano (001) sdo partilhados por quatro octaedros vizinhos ha mesma camada,
enquanto que os outros dois atomos de oxigénio, que estédo no plano perpendicular ao plano (001), sdo
partilhados com as camadas adjacentes que estdo acima e abaixo da camada do plano (001). Isto
garante a ligacao entre as varias camadas e, consequentemente a estabilidade da estrutura ortorrémbica
hidratada. O tipo Il consiste em quatro atomos de oxigénio no plano (001), e os outros dois atomos de
oxigénio fora do plano sédo substituidos pelas ligagdes terminais W=0 e W-OHz, dando origem a
octaedros de WOs(H20). Semelhante aos octaedros de tipo |, os quatros 4tomos de oxigénio dos
octaedros de tipo Il no plano (001) sédo partilhados por quatro octaedros vizinhos na mesma camada,
mas os dois atomos de oxigénio fora do plano (001) sdo impossiveis de se ligarem a outros atomos de
tungsténio das camadas adjacentes acima e abaixo. Como resultado, uma camada infinita é formada
pela partilha dos cantos dos octaedros de tipo | e Il no plano (001). Portanto, a estrutura ortorrémbica
hidratada provém do empilhamento destas camadas na dire¢cdo [001]. Esta disposicdo resulta em
interacGes fortes entre camadas e em interagGes mais fracas entre as camadas adjacentes.[f2 A
geometria hexagonal (Figura 5.2 — C) pode ser descrita por octaedros de WOs com cada atomo de
oxigénio a ser partilhado com outro octaedro. Esta estrutura hexagonal é constituida por octaedros de
WOs ligeiramente distorcidos organizados em anéis de seis membros que crescem numa Unica dire¢do
espacial. O empilhamento das camadas leva a formagédo de tlneis e cavidades em forma de tridngulo
gue se formam entre os octaedros de WQs.[%2 A estrutura hexagonal tem atraido grande atengdo no seio
da comunidade cientifica e tem sido alvo de varios estudos devido a sua estrutura cristalografica em tunel
que facilita a intercalacdo de iGes positivos como H*, Li*, Na*, K*, Zn*, etc. para produzir os bronzes de
WOs, dentro da estrutura do WQ3.[66.72]
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5.1.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia de FTIR foi utilizada para complementar a analise das WOz NPs sintetizadas. Os
espectros obtidos estédo apresentados na Figura 5.3.

Precursor: Na,WO,-2H,0

\ ADE: NaCl | | ADE: Na,SO, |
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Figura 5.3 Espectros de FTIR das WO; NPs sintetizadas. (A) WO3NPs sintetizadas a partir das solugdes com
Na,W0,-H,0, NaCl; (B) WO;3NPs sintetizadas a partir das solugdes com Na,WO,-2H,0, Na,SO,; (C) WOsNPs
sintetizadas a partir das solugdes com PTA. As cores dos espectros estdo relacionadas com a geometria das
nanoparticulas determinada por DRX: roxo — m-WOj3; laranja — mistura de m-WOj3; e 0-W03.0,33H;0; azul —
0-W03-0,33H,0 e verde — h-WOs.

A banda observada a ~800 cm-%, atribuida ao estiramento das ligagbes W-O, caracteristica do WOs
é verificada em todas as amostras, sendo que na estrutura ortorrdmbica ndo € totalmente visivel devido
ao ruido de fundo superior para baixos numeros de onda.

A distingdo das estruturas cristalograficas ocorre pela presenca da banda a ~1000 cm
correspondente a deformacéo das ligagées W=0 (tipo Il), a ~1600 cm-* atribuido as vibracdes dos grupos
hidroxilo (OH) e entre ~3000-3500 cm-! atribuido ao alongamento das ligacdes do mesmo grupo, tipicas
para a estrutura ortorrdbmbica hidratada.
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Neste trabalho, verificou-se que as amostras NS1, PT1 e PT3 correspondentes ao m-WOsz e NS3
correspondente ao h-WOstambém demonstram a presenca de grupos hidroxilo o que pode ser justificado
pela presenca de agua adsorvida a superficie das NPs. No caso das amostras PT1 e PT3 verificou-se
também a presenca de grupos W=0, o que néo foi identificado no difratograma de XRD. Embora em

pequena quantidade, estas bandas podem ser devido a presenca de precursor na amostra ou a algum
produto secundario ndo identificado.

5.1.3. Microscopia eletronica de varrimento

A morfologia superficial das amostras sintetizadas foi caracterizada por microscopia eletrénica de
varrimento e encontra-se apresentada na Figura 5.4.

Na,WO,- 2H,0, NaCl — Na,WO,- 2H,0, Na,SO, — PTA —

pH 0,0

pH 0,4

pH 1,8

Figura 5.4 Imagens de SEM das amostras de WO3 NPs sintetizadas. As cores das imagens SEM estédo
relacionadas com a geometria das nanoparticulas determinada por DRX: roxo — m-WQg; laranja — mistura de
m-WOj3; e 0-WO0O5:0,33H,0; azul — 0-W03.0,33H,0 e verde — h-WOs.

Os resultados mostram que as WOz NPs obtidas a partir do precursor Na2W0Oa4-2H20 apresentam
diferentes morfologias: nanocubos com a geometria monoclinica, nanofolhas com a geometria

ortorrdmbica, nanofios com a hexagonal e estruturas desorganizadas compostas por mistura de fases
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e/ou presenca de impurezas. As WO3 NPs derivadas do PTA apresentam arestas com maior definicdo
sendo nanofolhas a pH 0,0, uma mistura de nanoagulhas e nanocubos a pH 0,4 e nanocubos a pH 1,8.
Estes resultados confirmam, que a sintese das nanoparticulas de WOz sao sensiveis ao precursor, ao
ADE assim como ao pH da sintese, especialmente a pH 1,8, o que é comprovado pelas diferentes
estruturas cristalograficas e morfoldgicas dos produtos finais.

De todas as morfologias obtidas, o facto de os nanofios serem uma estrutura unidimensional, ou
seja, com uma dimensédo elevada num dos eixos, confere-lhe caracteristicas novas e otimizadas em
termos de area superficial e propriedades fisicas tais como, caracteristicas Oticas, magnéticas e
eletrénicas.

Foi também determinado o tamanho das WO3 NPs por DLS (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 Determinacdo do tamanho das WO3; NPs sintetizadas.

Amostra |Tamanho (nm)

NC1 158,32 £ 59,11
NC2 183,11 £ 71,45
NC3 247,49 £ 41,80
NS1 179,82 £ 66,74
NS2 139,59 + 61,73
NS3 222,57 £ 20,62
PT1 492,23 + 86,02
PT2 124,71 + 21,00
PT3 120,31 + 18,16

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detegédo de bactérias eletroquimicamente ativas 42



5.2. Caracterizacdo dos substratos de papel

No presente trabalho, foi feita a caracterizacdo dos substratos de papel utilizados no
desenvolvimento do sensor de papel: papel de fotocépia e papel Whatman n° 1 (Figura 5.5). Uma vez
que estes papéis sao usados neste trabalho como suporte para os ensaios colorimétricos é importante
obter informacdes sobre as suas propriedades estruturais, quimicas, morfologicas, e térmicas.

As técnicas usadas foram: Difracéo de raios-X, Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier, Microscopia eletronica de varrimento com Espectroscopia dispersiva de raios-X, medi¢ao do

Angulo de contacto, Termogravimetria e Calorimetria diferencial de varrimento.

(A) . w (B)

FILTER p
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1001 110

J Whatman
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|

Figura 5.5 Papéis utilizados no desenvolvilmento do sensor de papel. (A) Papel de fotocopia 300 % da Soporcel;
(B) Papel Whatman.

Adicionalmente, é também importante conhecer algumas propriedades macroscopicas dos papéis
em questao, de forma a evidenciar as diferencas entre 0s mesmos. Na Tabela 5.4 encontram-se algumas

destas propriedades macroscopicas.

Tabela 5.4 Propriedades macroscopicas do papel de fotocopia e do papel Whatman .64

Propriedade macroscépica |Papel de fotocOpia |Papel Whatman n°® 1
Gramagem, g/m? 81,3 88,0
Espessura, pm 102 180
Densidade, Kg/m? 797 489
Porosidade, % 49 68

Nota: as inforrmacdes relativas ao papel de fotocopia foram gentilmente cedidas pela Portucel, Soporcel.

A densidade é obtida a partir da razéo entre a gramagem e a espessura do papel. Conhecendo a
densidade do papel é possivel fazer uma estimativa da sua porosidade relacionando a densidade das

fibras de celulose (pribra = 1540 kg/m?3) com a densidade do papel, segundo a Equacéo 5.1415:

Porosidade (%) = (1 - M) x 100 (5.1)

Pfibras

A porosidade do papel provém dos espacos entre as fibras, dos lumens das fibras que nao

colapsaram no processo de fabrico do papel e da porosidade intrinseca das paredes das fibras. Quanto
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maior for a densidade do papel menos espacos existem entre as suas fibras e, consequentemente menor
serd a sua porosidade.*681 Como se pode observar na Tabela 5.5, o papel de fotocépia tem maior
densidade o que resulta numa menor porosidade, quando comparado com o papel Whatman. No entanto,
como foi dito anteriormente e serd comprovado posteriormente, durante o processo de fabrico do papel
de fotocdpia séo utilizados aditivos para melhorar algumas das suas propriedades. A adicdo destes
componentes adicionais faz com que a densidade do papel de fotocGpia aumente, fazendo com que a
determinacéo da porosidade do papel seja bastante relativa uma vez que nao é possivel ter s6 em conta
as fibras de celulose.

A posterior caracterizagao ird assim ajudar a obter uma melhor compreenséo sobre as caracteristicas

e propriedades destes papéis.

5.2.1. Difracéo de raios-X

A andlise estrutural do papel de fotocopia e do papel Whatman foi feita por Difra¢&o de raios-X e o0s
difratogramas obtidos, assim como a atribuicdo das estruturas cristalinas identificadas é apresentado na

Figura 5.6.

* Celulose tipo |
% # Calcite

Intensidade (u. a.)

20 (angulo)
Figura 5.6 Difratogramas do papel de fotocépia (a roxo) e do papel Whatman (a azul).

Pela analise dos difratogramas € possivel observar que ambos o0s papéis possuem 0s picos
caracteristicos da celulose de tipo | (ICDD #00-056-1718719). No caso do difratograma do papel
Whatman (a azul) verifica-se a existéncia de dois picos a 14,88 e 16,63 ° 0 que, no caso do difratograma
do papel de fotocOpia (a roxo) ndo acontece, existindo apenas um pico largo 15,90 °. Isto deve-se ao
facto de o papel de fotocépia possuir quantidades residuais de materiais amorfos, como a hemicelulose
e a lenhina, nas fibras de celulose, o que € comprovado pela fusdo dos dois picos. A celulose de tipo |
possui uma geometria monoclinica, com constantes da célula unitaria de a = 8,3, b=10,3,c=7,9 A e
angulos a=90,3=84ey=90".

O indice de Cristalinidade (Icr) dos substratos de papel pode ser calculado a partir da intensidade
maxima do plano (002) da estrutura cristalina da celulose de tipo | (pico a 22,90 °), usando o método

empirico de Segal, através da Equacao 5.2;
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I -1
Iey = 22— £ 100 (5.2)
(002)

onde l@am) representa a intensidade de difragdo da componente amorfa, que corresponde a 26 = 18 °.[79]

Como era de esperar verificou-se que o papel de fotocdpia possui um indice de cristalinidade inferior
(77,96 %) ao do papel Whatman (86,01 %), o que corrobora o que foi dito anteriormente.

Pela andlise do difratograma do papel de fotocépia é possivel identificar outra estrutura cristalina
gue ndo esta presente no papel Whatman — a calcite (CaCOs) (ICDD #01-072-1937), que possui uma
geometria romboédrica, com os parAmetros deredea=b=4,99ec=17,08 Aea=90,3=90ey=120°.
Este composto constitui o principal aditivo usado no processo de fabrico de papel de fotocépia e
representa cerca de 20 % da constituicdo do papel. O mesmo é usado na alteracdo das propriedades
Gticas do papel, formando aglomerados porosos que conferem opacidade e brilho ao papel, e melhoram
a capacidade de rececao de tinta, pelo que é mais utilizado em substratos destinados a escrita e
impresséo.[*1-68] Estes resultados estdo de acordo com a informagéo fornecida pela Soporcel para este

tipo de papel conforme apresentado anteriormente na Tabela 5.4.

5.2.2. Espectroscopiade infravermelho com transformada de Fourier

A técnica de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada com o
objetivo de confirmar a presenca das ligagées quimicas dos compostos identificados por Difragdo de

raios-X. Os espectros de FTIR do papel de fotocépia e do papel Whatman encontram-se na Figura 5.7 - A.
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Figura 5.7 Analise quimica dos substratos de papel. (A) Espectros de FTIR do papel de fotocépia (roxo) e do
papel Whatman (azul); (B) Ampliacdo da regido de impressao digital do espectro de FTIR do papel de fotocépia;
(C) Estrutura quimica do polimero celulose.

Em ambos os espectros € possivel identificar os picos de celulose, especialmente no intervalo de
1500 - 900 cm, chamada de regido de impressdo digital. Desta regido fazem parte os picos
caracteristicos da deformagéo assimétrica das ligagbes CH2-OH dos grupos hidroxilo (Figura 5.7 — C —
a)), C-O-C das ligagbes B-glicosideas (Figura 5.7 — C — b)), assim como das ligacdes C-OH (Figura 5.7 —
C —¢)). A banda a 3000 cm! e o pico a 1600 cm! correspondem as vibracées OH das moléculas de
agua absorvidas nas fibras de celulose. Além disto, é possivel também identificar o pico caracteristico

das ligagGes C-H a 2909 cm-t, presentes na celulose.[41.68.75-78]
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Como era expectavel o composto CaCOs é encontrado apenas no espectro do papel de fotocopia
através da identificacdo do pico a 870 cml. Além deste pico, o0 CaCOz possui também uma banda
caracteristica a 1415 cm-. Contudo, a identificacdo desta banda no espectro do papel de fotocépia ndo
é possivel uma vez que se encontram também nesta zona ligacdes caracteristicas da celulose que
mascaram a presenca do composto.[41.68.76.78] Ng entanto, o pico a 870 cm (Figura 5.7 — B) e a presenca
desta estrutura cristalina no difratograma do papel de fotocéopia (Figura 5.6) ndo deixam duvidas acerca
da presencga deste composto na constituicdo do papel.

A auséncia de bandas na regido entre 1750 — 1500 cm-, caracteristica das hemiceluloses e
lenhinas(*17¢], indica que nenhum dos papéis apresentam estes componentes na sua constituicédo, o que
esta de acordo com os elevados indices de cristalinidade calculados para ambos os papéis, confirmando
assim que as fibras de celulose tém pouca quantidade de materiais amorfos na sua constituicao. Este
resultado ja era esperado no caso do papel Whatman visto que a fonte de fibras de celulose utilizada no
seu processo de fabrico é o algodao, que ndo contém hemicelulose e lenhina, ao contrario da madeira
usada como fonte de fibras de celulose na produc¢éo do papel de fotocdpia. No entanto, durante o fabrico
do papel que usa a madeira como fonte de celulose sdo utilizados processos quimicos para eliminar os
materiais amorfos o que justifica a auséncia dos mesmos no papel de fotocépia.

Verifica-se também que o espectro do papel Whatman é idéntico ao espectro da celulose*Yl o que

indica que este material é constituido maioritariamente por celulose, sem aditivos.

5.2.3. Microscopia eletrénica de varrimento

A caracterizagdo por microscopia eletronica de varrimento tem como objetivo observar
detalhadamente a morfologia superficial dos substratos de papel utilizados como suporte no
desenvolvimento do sensor de papel. As imagens de SEM do papel de fotocopia e do papel Whatman

encontram-se na Figura 5.8.

(A)

Figura 5.8 Morfologia dos substratos de papel utilizados. (A) Imagem SEM do papel de fotocopia; (B) Imagem
SEM do papel Whatman.

Analisando as imagens SEM é possivel observar que, como era de esperar, existem diferencas na
morfologia dos dois substratos de papel. Embora ambas sejam maioritariamente constituidas por uma

rede tridimensional de fibras de celulose entrelagadas, é possivel observar na imagem SEM do papel de
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fotocOpia a presenca de aglomerados cristalinos que correspondem ao CaCOs ja identificado pelas
técnicas precedentes.

Comparando as imagens SEM dos dois substratos de papel é possivel observar que as fibras de
celulose no papel de fotocdpia sdo mais achatadas ao contrario das do papel Whatman que tém uma
geometria mais cilindrica, o que contribui para a maior espessura do papel. Além disso, verifica-se
também que o papel Whatman é mais poroso e que o papel de fotocépia possui uma maior densidade
de fibras o que ja tinha sido determinado nas propriedades macroscopicas. A elevada densidade de
fibras do papel de fotocépia e o revestimento originam um papel menos poroso e com uma superficie

mais uniforme, o que € ideal para a escrita e impressao.

5.2.4. Espectroscopia dispersiva de raios-X

De forma a consolidar os conhecimentos obtidos pelas técnicas anteriores e para confirmar que os
aglomerados observados nas imagens SEM do papel de fotocdpia sdo efetivamente constituidos por
CaCaO:s, foi feita também uma andlise elementar por Espectroscopia dispersiva de raios-X, que permite
identificar os elementos quimicos presentes na amostra. Na figura seguinte esté representado a imagem
SEM do papel de fotocépia (Figura 5.9 — A) e o espectro cumulativo da andlise EDS efetuado ao mesmo
(Figura 5.9 — B).

(B)

Intensidade (u. a.)

Energia (keV)

Figura 5.9 Andlise EDS do papel de fotocépia. (A) Imagem SEM a qual a analise foi feita; (B) Espectro cumulativo
da analise EDS ao papel de fotoc6pia. Aimagem SEM foi colorida artificialmente para uma maior distingdo entre
os diferentes constituintes.

No espectro EDS podem observar-se os picos correspondentes ao carbono (E = 0,26 keV), ao
oxigénio (E = 0,52 keV) e ao célcio (E = 3,7 e 4,0 keV). Como era de esperar 0s picos referentes ao
carbono e ao oxigénio sao 0s que possuem maiores intensidades uma vez que sao os constituintes do
componente em maior quantidade no papel, a celulose. A existéncia dos picos caracteristicos do calcio,
juntamente com o do carbono confirma mais uma vez que os aglomerados observaveis nas imagens

SEM se referem ao CaCOs. Além disso foram ainda detetados outros elementos em quantidades
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residuais, nomeadamente o sédio (E = 1,04 keV), o iridio (E = 1,52, 1,90 e 2,29 keV), o silicio
(E=1,75 keV), o cloro (2,62 keV) e o potassio (3,32 keV). O iridio é referente a camada de revestimento
utilizada na amostra de papel (espessura de 10 nm) de modo a tornar possivel a observacdo do mesmo
por SEM, e o silicio é o principal constituinte do suporte utilizado nesta técnica.

E importante referir que a analise EDS utilizada sozinha néo é capaz de fornecer toda a informag&o
necessaria para identificar os compostos de uma amostra uma vez que apenas deteta os elementos
relativos. Ao complementar esta técnica com outras € assim possivel ter uma informacéo bastante segura
sobre os constituintes de uma amostra.

Além do espectro cumulativo, a andlise EDS fornece também um mapa de distribuicdo dos
diferentes elementos presentes na amostra. Os mapas sao obtidos através de milhares de varrimentos
do feixe de eletr6es na area limitada pela imagem apresentada. Quando os detetores sinalizam a
presenca de um determinado elemento, o software do equipamento acrescenta um pixel branco na zona
correspondente a area delimitada pela imagem. Na Figura 5.10 sdo apresentados os mapas de

distribuicao dos trés constituintes principais do papel de fotocdpia.

Figura 5.10 Mapa EDS do papel de fotocopia. As imagens foram coloridas artificialmente de modo a facilitar a
leitura das mesmas.
Os mapas de distribuicdo revelam que os elementos carbono e oxigénio sdo 0s seus principais
constituintes, sendo possivel observar a forma das fibras de celulose nos mapas de distribuigdo destes

dois elementos. O elemento célcio esta presente numa propor¢céo consideravel em relagdo ao carbono
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e oxigénio, e o seu mapa de distribuicdo esta de acordo com a presenc¢a dos aglomerados entre as fibras

de celulose.

5.2.5. Anédlise térmica

A andlise térmica dos substratos de papel utilizados no desenvolvimento do sensor de papel foi
realizada com o intuito de saber se estes materiais sofrem alguma transformacdo quando submetidos a
temperaturas elevadas, visto que o processo de fabrico dos sensores de papel engloba uma fase de
aguecimento a uma temperatura de 140 °C. As curvas TG e DSC do papel de fotocépia e do papel

Whatman encontram-se na Figura 5.11.
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Figura 5.11 Anédlise térmica dos substratos de papel. (A) Curva TG (a tracejado) e DSC (a cheio) do papel de
fotocopia; (B) Curva TG (a tracejado) e DSC (a cheio) do papel Whatman.

Verifica-se que em ambas as amostras ocorre uma primeira perda de massa residual (~2 %) perto
dos 100 °C, que corresponde a evaporagdo da agua. A maior perda de massa ocorre entre os 320 e
360 °C que corresponde a degradacédo da celulose: 50 % no papel de fotocépia, (referente aos picos
endotérmicos a 324,94 e 348,52 °C) e 83 % no papel Whatman (referente aos picos endotérmicos a
330,98, 338,04 e 359,70 °C).

As analises de DRX, FTIR e SEM/EDS indicaram a presenca de compostos minerais como o
carbonato de calcio no papel de fotocOpia e nenhum no papel Whatman. A presenca destes compostos
pode explicar as diferencas observadas nas curvas de degradacdo e DSC, uma vez que compostos
minerais apresentam temperaturas de degradacdo mais elevadas do que a celulose.

A andlise térmica permite ainda retirar informacéo acerca da quantidade relativa de celulose e outros
constituintes presentes em cada papel analisado. Considerando que a temperatura de degradacdo da
celulose estd compreendida no intervalo de caraterizagdo, os residuos resultantes serdo resultado de
compostos adicionados as fibras durante a producéo de papel. Deste modo, confirmou-se, pela andlise
das curvas TG, que o papel de fotocopia é 0 que apresenta maior percentagem de componentes nao
celulésicos na sua constituicao, pois demonstra uma percentagem de massa final de 50 %, por volta dos

350,00 °C e de 30 % aos 500 °C. Do mesmo modo pode concluir-se que o papel Whatman, com massa
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final de 13 % apresenta menor percentagem de componentes adicionais na sua constituicdo, o que esta
de acordo com os resultados anteriores.

Conclui-se assim que ambos 0s papéis sdo termicamente estaveis até aos 320 °C, mostrando assim
que nao ocorrem transformacdes nos papéis quando submetidos a temperatura necessaria para difusao
da cera (140 °C).

5.3. Desenvolvimento do sensor de papel

As etapas principais que envolveram o desenvolvimento do sensor de papel descrito neste trabalho
foram: (i) formacdo de barreiras hidrofébicas no papel para delimitar e isolar zonas de reacéao; (ii)
impregnacdo das zonas de reacdo com as WOz NPs sintetizadas e (iii) identificacdo da bactéria

eletroquimicamente ativa, Geobacter sulfurreducens.

5.3.1. Formacéo das barreiras hidrofobicas

O papel Whatman constitui, até a data, o substrato mais utilizado na fabricacéo de sensores de papel
para uso em testes de diagndstico clinico e/ou testes quimicos, em particular na tecnologia
Lab-on-Paper.[’®l A definicdo das barreiras hidrofébicas, formadas pela difusdo da cera por toda a
espessura do papel, é necesséaria para delimitar as zonas hidrofilicas do papel Whatman (adngulo de
contacto 12,0 °[*ll) e, assim criando as zonas de teste/reacdo, sem que ocorra contaminagdo entre
amostras adjacentes.

No caso do papel de fotocopia, embora este apresente ja uma superficie hidrofébica (Figura 5.12 - A),
continua a ser necesséria a definicdo das barreiras hidrofobicas no papel de forma a ser possivel o
confinamento de liquidos a uma determinada area. Apés a difusédo da cera no papel de fotocépia
verificou-se um aumento do angulo de contacto entre o papel de fotoc6pia com a cera difundida e uma
gota de 4gua (Figura 5.12 - B).

Papel de fotocopia com
cera difundida

(A) Papel de fotocopia (B)

Figura 5.12 Angulos de contacto formados entre uma gota de a4gua e o papel de fotocépia (A) e o papel de
fotocopia com cera difundida (B).

A Figura 5.13 mostra as vis@es frontal e transversal do que acontece no papel de fotocdpia, quando

€ depositado um certo volume de liquido, antes e depois da difusdo da cera. Isto comprova mais uma
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vez que embora o papel de fotocdpia seja hidrofébico, sem a definicdo das barreiras de cera, o
confinamento dos liquidos nao seria possivel.

E importante notar que se verificou que as condi¢des otimizadas na fabricacéo de sensores com o
papel Whatman (temperatura de difusédo: 140 °C e tempo de difusdo: 2 minutos!’) podem ser usadas

para o papel de fotoc6pia, uma vez que foi possivel criar as barreiras hidrofébicas de cera com sucesso.

Visao Corte
frontal transversal

Figura 5.13 Formagdo das barreiras hidrofébicas no papel de fotocépia

As diferencas nos angulos de contacto do papel Whatman e do papel de fotocépia, que se refletem
em diferencas nas propriedades superficiais entre ambos os papéis devem-se ao facto de durante o
processo de fabrico do papel serem utilizados diferentes aditivos consoante a finalidade do papel. Além
disso, na ultima etapa do processo de fabrico (formacdo da folha do papel) sdo ainda efetuados
tratamentos superficiais. O conjunto destas acdes vai influenciar o &ngulo de contacto entre a superficie
de cada substrato e a gota de agua, influenciado assim a hidrofibicidade do papel.

Mais uma vez, estes resultados corroboram o que foi discutido até agora sobre as diferengas entre
estes dois substratos: o papel de fotocdpia possui ha sua composi¢éo aditivos adicionais (especialmente
0 CaCO:s), enquanto que o papel Whatman é constituido quase unicamente pelas fibras de celulose.
Além disso, o facto de a fonte de fibras de celulose destes dois papéis ser diferente também influencia
0s angulos de contacto medidos. Na producao do papel de fotocdpia é usada a madeira como matéria-
prima que, como ja foi mencionado, possui na sua composi¢ao também hemicelulose e lenhina que sédo
materiais amorfos hidrofébicos. Embora nenhum destes materiais tenha sido identificada pelas técnicas
anteriores no papel de fotocopia, uma vez que estes materiais sdo separados das fibras de celulose por
processos quimicos, é possivel que existam ainda quantidades residuais destes materiais que embora

nao identificaveis sejam capazes de influenciar o angulo de contacto medido.
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5.3.2. Impregnacao dos pocos com as WOz NPs

Um dos passos mais importantes no processo de fabrico dos sensores de papel produzidos neste
trabalho é a impregnacéo do papel com as WOs NPs por um método de drop casting, que consiste na
deposicao no papel de uma gota de solu¢do aquosa de WO3 NPs e espera até a evaporagédo do solvente.

De forma a confirmar que as WOz NPs ficaram depositadas nos pocos do papel foram usadas as
técnicas de DRX e FTIR. No entanto, esta andlise nao foi possivel uma vez que os picos caracteristicos
tanto do papel de fotocépia como do papel Whatman mascararam os picos caracteristicos das estruturas
cristalinas das nanoparticulas sintetizadas e depositadas no papel.

Na Figura 5.14 encontram-se as imagens SEM dos dois substratos de papel funcionalizados com as
WOs3 NPs de geometria hexagonal (amostra NS3).

(B) pg

Figura 5.14 Imagens SEM das superficies dos substratos de papel impregnados com as WO; NPs. (A) Papel de
fotocopiaimpregnado com WO; NPs; (B) Papel Whatman impregmado com as WO;3; NPs.

Pela comparagdo das duas imagens € possivel observar algumas diferengcas, nomeadamente na
distribuicdo mais uniforme das NPs no papel de fotocopia (Figura 5.14 — A) e na ades@o mais superficial.
Pelo contrario, no papel Whatman (Figura 5.14 — B) verifica-se que a distribuicdo ndo é tdo uniforme,
devido a presenca de nano-agregados de WO3s NPs e que, como este papel é altamente poroso, as NPs
tendem a entrar dentro dos poros de papel ndo formando assim uma camada coesa na superficie de

papel, o que é comprovado pelo facto de se conseguir observar as fibras de celulose.

5.4. A bactéria Geobacter sulfurreducens

Como ja foi mencionado anteriormente, a bactéria G. sulfurreducens foi usada no decorrer deste
trabalho como prova de conceito uma vez que sdo conhecidas as suas capacidades de transferéncia
eletrénica extracelular. Com o intuito de conhecer a sua morfologia e aparéncia foi usada a técnica de
SEM cuja imagem se encontra ha Figura 5.15.
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Figura 5.15 Imagem SEM da bactéria Geobacter sulfurreducens.

A bactéria apresenta uma forma de bastonete (dimensdes de 1,02 x 0,23 um) e uma parede celular
rugosa, caracteristico das bactérias Gram-negativas.

Foi também realizada a sua curva de crescimento (Figura 5.16 — A), uma vez que era necessario
conhecer o tempo que ela demora a chegar a uma determinada fase do seu crescimento, de modo a que
0s ensaios colorimétricos realizados fossem reprodutiveis. Além disso, foi também determinado o peso
seco em funcéo da absorvancia a 600 nm (Figura 5.16 — B) de modo a correlacionar com a concentragédo

da bactéria em peso por volume (g/L.)
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Figura 5.16 (A) Curva de crescimento e (B) Peso seco em fungéo da absorvancia a 600 nm da bactéria G.

sulfurreducens.

Neste trabalho, a detecdo colorimétrica da bactéria G. sulfurreducens foi realizada em diferentes
fases do seu crescimento. Nomeadamente na fase latente (Abssoo nm = 0,1) € em trés fases distintas da
fase exponencial (Abseoo nm = 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5). Ndo foram realizados ensaios colorimétricos com a
bactéria na fase estacionaria porque, nesta fase, pode comecar ja a ocorrer morte celular. As fases de
crescimento mencionadas foram correlacionadas com a concentracdo da bactéria em peso por volume,

correspondendo as concentracgdes de 0,07; 0,13; 0,20; 0,26 e 0,33 g/L, respetivamente.
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5.5. Ensaios colorimétricos

As amostras de WO3 NPs sintetizadas foram utilizadas nos ensaios colorimétricos para avaliar a sua
resposta electrocrémica quando em contacto com uma bactéria eletroquimicamente ativa, neste caso, a
bactéria G. sulfurreducens.

De forma a facilitar a interpretacéo dos resultados obtidos nos posteriores ensaios colorimétricos, a
Tabela 5.5 apresenta a nomenclatura apresentada anteriormente das WO3s NPs sintetizadas.

Tabela 5.5 Nomenclatura das WO3; NPs sintetizadas.

Precursor ADE | pH | Nomenclatura
0,0 NC1
NacCl [04 NC2
Na2WO4-2H,0 L8 Nes
0,0 NS1
NazS04 | 0,4 NS2
1,8 NS3
0,0 PT1
PTA - 0,4 PT2
1,8 PT3

Foram realizados ensaios colorimétricos preliminares, em solugdo, numa microplaca convencional
de 96-pocos (Figura 5.17). Os resultados obtidos foram registados com o auxilio de uma maquina
fotografica e foram analisados visualmente e com recurso ao software de analise de imagem ImageJ.
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Figura 5.17 Ensaio colorimétrico em solugdo das WOj3; NPs sintetizadas (5 g/L) com a bactéria G. sulfurreducens
na fase exponencial-tardia (Abs 600 nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L. Os resultados foram registados apds 30
minutos. (A) Fotografia da microplaca de 96-pogos com a linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e
tampéo) e o branco; (B) Gréafico de barras resultante da analise RGB com o software ImageJ.

Foi possivel detetar visualmente uma resposta electrocromica, traduzida pela formacgéao do bronze
de tungsténio de cor azul, em todas as amostras, com a excec¢do da amostra PT2. Sendo que as
amostras provenientes do PTA como precursor e as amostras NC2 e NC3 possuem uma resposta
electrocromica muito ténue. A bactéria E. coli e o tamp&o no qual as células de G. sulfurreducens foram
ressuspendidas foram também testados para comprovar que a mudanca de cor se deve unicamente a
transferéncia de eletrdes da G. sulfurreducens para as WOz NPs com consequente formacdo dos
bronzes de tungsténio.

O software ImageJ foi utilizado na analise RGB (Red Green Blue) dos resultados obtidos. Esta
andlise da as intensidades relativas de cada canal, que variam entre 0 e 255, sendo todas 0 quando a
cor é preta e 255 quando a cor é branca. Uma vez que na analise dos ensaios colorimétricos em questéo
o importante é avaliar a intensidade da cor azul foi calculado o racio entre a média aritmética das
intensidades do canal Blue e do canal Red obtidos para cada zona de teste. Os racios superiores ao
threshold de 1 s&o considerados resultados positivos e os racios inferiores a 1 sdo considerados
resultados negativos.

Na Figura 5.17 — B encontra-se o grafico de barras resultante da analise RGB da primeira linha do
ensaio colorimétrico (com a bactéria G. sulfurreducens). Os restantes racios calculados para os controlos
negativos encontram-se em anexo, na sec¢do B.l. Verifica-se mais uma vez que a resposta
electrocromica ocorre em todas as amostras exceto na PT2 e que a amostra com maior racio é a amostra
NS3 que corresponde as WO3 NPs com estrutura cristalografica hexagonal. Este resultado corrobora o

discutido anteriormente sobre as propriedades electrocrémicas superiores das WO3z NPs com geometria
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hexagonal, uma vez que esta estrutura cristalografica permite uma melhor intercalagao de ides devido
aos tlneis formados entre os octaedros de WQs. Além disto, a forma de nanofios unidimensional origina
uma estrutura com uma elevada area superficial e superior densidade atémica, que pode interagir
facilmente com as EAB.

Este método de detecdo colorimétrico das EAB em microplacas de 96 pocos foi ja descrito por Yuan,
et al®®, para as h-WOz NPs. No entanto, o uso da microplaca como suporte para 0s ensaios
colorimétricos apresenta desvantagens, sendo algumas delas: (i) as microplacas sédo normalmente feitas
de poliestireno ou polipropileno, que sdo materiais ndo biodegradaveis, resultando num elevado impacto
ambiental; (ii) elevado custo; (iii) dificuldade no registo dos resultados por digitalizacdo ou fotografia e
(iv) dificuldade na andlise dos resultados devido a presenca de reflexos e/ou brilhos. Este trabalho
pretende assim solucionar estes problemas através do uso de um material biodegradavel, de baixo custo
e de facil de manuseamento, tanto no decorrer do ensaio colorimétrico como nos registos e analise dos
resultados — o papel.

Sendo que o objetivo principal deste trabalho consiste no desenvolvimento de um sensor de papel
para a detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas, foram produzidos sensores de papel com os dois
substratos caracterizados anteriormente — papel de fotocépia e papel Whatman — que foram impregnados
com as nove amostras de WO3 NPs sintetizadas pelo método hidrotermal, nos respetivos pogos. O
primeiro ensaio colorimétrico em papel (Figura 5.18) foi realizado nas mesmas condi¢gfes que 0 ensaio
em solucéo (igual concentracdo de WO3s NPs (5 g/L), igual concentracdo da bactéria G. sulfurreducens
(Abssoo nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L) e igual diametro dos pogos (d = 7 mm)), com a diferenca de
gue os volumes de solucdo de WOs NPs e de G. sulfurreducens, E. coli e tampao foram reduzidos para
metade (40 pL WOs3 NPs e 80 pL de Gs, E. coli e tampé&o).

Embora apenas sejam analisados e discutidos os resultados dos ensaios colorimétricos dos
sensores de papel fabricados a partir dos dois substratos mencionadas (papel de fotocépia e papel

Whatman), foram também testados outros tipos de papel cujos resultados se encontram no Anexo C.
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Figura 5.18 Ensaios colorimétricos em papel das WO; NPs sintetizadas (5 g/L) com a bactéria G. sulfurreducens
na fase exponencial-tardia (Abs s nm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L. Os resultados foram registados apés 4
horas. (A) Fotografia do sensor de papel de fotoc6pia com a linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e
tampéo) e o branco; (B) Grafico de barras resultante da analise RGB com o software ImageJ; (C) Fotografia do
sensor de papel Whatman com a linha de teste (Gs), os controlos negativos (E. coli e tampd&o) e o branco; (D)
Gréfico de barras resultante da analise RGB com o software ImageJ.

Verificou-se, no caso do papel de fotocépia, que a resposta eletrocromica ocorre apenas com as
WOz NPs com estrutura cristalogréafica hexagonal (amostra NS3), com uma racio RGB de 1,15 + 0,07, o
que estd de acordo com o discutido anteriormente. Por outro lado, no caso do papel Whatman néo se
verificou qualquer resposta electrocromica em nenhuma das amostras de WOs NPs. Isto pode ser
justificado pelas imagens SEM dos substratos de papel funcionalizados com as WOz NPs (Figura 5.14),
onde é possivel observar que a distribuicdo das NPs é mais uniforme no papel de fotocépia e que, no
papel Whatman que € mais poroso, as NPs entram nos poros do papel ndo ficando téo disponiveis para
interagirem com as EAB. Os racios RGB calculados para os controlos negativos encontram-se em anexo,
na seccgéo B.2.

O facto de no ensaio colorimétrico convencional, em solugéo, ter ocorrido resposta electrocromica
com a maioria das amostras pode ser explicado pela concentracdo mais elevada das NPs e pela maior
facilidade das EAB para interagirem com as NPs em solugdo, em vez de imobilizadas na superficie de
um substrato.

Depois de encontrada a amostra de WO3 NPs que muda de cor para azul quando em contacto com
uma EAB procedeu-se a otimizagdo do método de detecao. Realizou-se assim um ensaio colorimétrico
para avaliar a influéncia da concentracdo das h-WOs NPs (amostra NS3) na detec&o das EAB.

Na Figura 5.19 é apresentada a fotografia do sensor de papel descrito, assim como a analise RGB
dos resultados.
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Figura 5.19 Ensaio colorimétrico de otimizag&o no sensor de papel de fotocopia com pogos 7,00 x 7,00 mm, com
registo de resultados apés 4 horas. (A) Fotografia do sensor de papel. Variagdo da concentragéo das
nanoparticulas de h-wWO3 de 5 a 30 g/L (linhas A - F), variagdo da concentracdo de G. sulfurreducens de 0,07 a
0,33 g/L (linhas 1 - 5), controlo negativo (linha 6) e branco (linha 7); (B) Analise RGB dos resultados obtidos com
as varias concentrac6es de h-WO; NPs e G. sulfurreducens.

Verifica-se que a detecdo da bactéria G. sulfurreducens é possivel a uma concentracdo baixa
(0,07 g/L, correspondente a fase latente do crescimento: Abseco nm = 0,1), principalmente as
concentracdes de h-WOs NPs de 10 e 15 g/L, com um racio RGB de 1,05 + 0,05 e 1,04 + 0,03,
respetivamente. Este resultado mostra a sensibilidade do sensor a concentragdes baixas de EAB. Os
racios RGB calculados para os controlos negativos encontram-se em anexo, na sec¢éo B.3.

As imagens ampliadas da superficie dos pogos impregnados com as WOs NPs foram obtidas
(Figura 5.20 — A). Esta andlise mostrou que quando a concentra¢do de nanoparticulas é superior a 10 g/L,
a distribuicdo da dispersdo de WO3 NPs no papel ndo € uniforme o que leva a resultados heterogéneos
e, como tal, ndo reprodutiveis. Na Figura 5.20 — B estdo representadas as imagens em relevo da
superficie do papel com as NPs a concentracdo de 10 g/L, que evidencia uma camada uniforme e, a
concentracdo de 15 g/L onde é possivel observar a inexisténcia de NPs em algumas zonas. Por esta
razdo, definiu-se a concentracao de 10 g/L como a condigdo 6tima a ser utilizada na detecao de EAB.
Com esta concentracdo foi possivel detetar a bactéria G. sulfurreducens desde a fase latente a fase
exponencial-tardia (0,33 g/L que corresponde a Abseco nm = 0,5), com réacios RGB de 1,05 + 0,05 até
1,35+ 0,09.
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Figura 5.20 Imagens ampliadas da superficie do papel de fotocépia funcionalizados com as WO3 NPs de
geometria hexagonal. (A) Imagens da superficie do papel impregnado com as WO3; NPs obtidas por Microscopia
digital; (B) Imagens da superficie do papel impregnado com 10 g/L e 15 g/L de WO; NPs obtidas por Microscopia

confocal.

A Figura 5.21 representa a andlise RGB do ensaio colorimétrico nas condi¢des otimizadas: (i) sensor
de papel com o substrato papel de fotocopia, (i) WOs NPs com geometria hexagonal (iii) concentracdo
de NPs de 10 g/L e (iv) G. sulfurreducens na fase de crescimento exponencial-tardia.

Uma analise estatistica ANOVA com o teste de comparagédo multiplo de Tukey foi realizada com o
software GraphPad Prism 6, de forma a validar os resultados obtidos. Esta andlise mostrou que a
diferenca entre o resultado positivo (com a bactéria Gs) e os resultados negativos (bactéria E. coli e
branco) é estatisticamente significante, com P <0,0001 (Anexo D.1). Este resultado prova a

especificidade do sensor de papel desenvolvido.
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Figura 5.21 Anédlise RGB das condigdes otimizadas para a detecdo de EAB, no sensor de papel de fotocdpia com
dimensdes dos pogos a mimetizar microplacas de 96 pogos.
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Embora, ndo tenham existido resultados positivos nos ensaios colorimétricos realizados com o papel
Whatman, foi também realizado o ensaio colorimétrico de otimizagdo para verificar se a resposta

eletrocrémica ocorreria a concentra¢des mais elevadas de WOz NPs, o que néo se verificou (Figura 5.22).
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Figura 5.22 Ensaio colorimétrico de otimizag&o no sensor de papel Whatman, com registo de resultados apés

4 horas. Variagédo da concentracdo das nanoparticulas de h-WO; de 5 a 30 g/L (linhas A - F), variagédo da
concentragdo de G. sulfurreducens de 0,07 a 0,33 g/L (linhas 1 - 5), controlo negativo (linha 6) e branco (linha 7).

A observacgéo do desenvolvimento da cor azul ao longo do tempo permitiu concluir que o tempo de
resposta do sensor de papel otimizado (Figura 5.20) é limitado pelo tempo que as gotas de amostra
(V =50 pL) demoram a secar (aproximadamente 4 horas). De forma a verificar se era possivel diminuir
este tempo de resposta foram feitos ensaios colorimétricos adicionais com pog¢os de dimensfes mais
pequenas. Este sensor de papel foi projetado de forma a mimetizar os pocos das microplacas de 384
pocos (3,84 x 3,84 mm), com uma diminui¢cdo na area do poco de 2,5 X, em relagdo aos sensores de
papel a mimetizar as microplacas de 96 poc¢os (7 x 7 mm). Os pog¢os foram impregnados com uma
guantidade 4 x menor de solugdo de h-WOs NPs e a diminuicdo no volume de amostra utilizado foi
proporcional a diminuicdo da dimensao do poc¢o (2,5 x, 0 que corresponde a V = 20 pL).

As fotografias dos resultados obtidos assim como a analise RGB dos mesmos esta apresentada na

Figura 5.23.
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Figura 5.23 Ensaio colorimétrico de otimizag&o no sensor de papel de fotocopia com pocgos 3,84 x 3,84 mm, com
registo de resultados apés 2 horas. (A) Fotografia do sensor de papel. Variacéo da concentragéo das
nanoparticulas de h-w0O3 de 5a 30 g/L (linhas A — F), variacéo da concentracéo de G. sulfurreducens de 0,07 a
0,33 g/L (linhas 1 - 5), controlo negativo (linha 6) e branco (linha 7); (B) Anélise RGB dos resultados obtidos com
as varias concentrac6es de h-WO; NPs e G. sulfurreducens.
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A partir deste ensaio colorimétrico conclui-se que a detecdo da EAB G. sulfurreducens é possivel
com um sensor de papel com pocos de dimensdes mais reduzidos e, consequentemente menor volume
de amostra. Isto resultou num tempo de resposta mais rapido em relacao ao sensor anterior (2 horas em
vez de 4 horas). A Figura 5.23 — B mostra a analise RGB da cor resultante do contacto entre as células
de G. sulfurreducens com as h-WOs NPs nas diferentes concentracdes. Os restantos racios RGB
calculados para os controlos negativos encontram-se em anexo, na seccéo B.4. A partir desta andlise é
possivel concluir que as dispersfes de h-WO3 NPs a 15 e 20 g/L originam os maiores racios RGB quando
comparados com as outras concentragdes estudadas. Além disso, a concentragdo de 15 g/L apresenta

uma resposta mais linear com a variagdo de concentracdo da bactéria (Figura 5.24).
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Figura 5.24 Representacéo grafica da variagdo do racio RGB com a concentragdo de bactéria no sensor de papel
com dispersédo de h-WO3; NPs a 15 g/L (losangos) e a 20 g/L (triangulos).

Por esta razéo, o sensor final (Figura 5.26) foi impregnado com uma dispersédo de h-WOs NPs com
concentracao de 15 g/L. Embora esta concentragéo seja superior a utilizada no sensor anterior (10 g/L)
0 racio de nanoparticulas por area manteve-se (0,014 g/mm?).

A Figura 5.25 mostra a analise RGB mais detalhada (com o controlo negativo (E. coli) e o branco)

do ensaio colorimétrico com as NPs a 15 g/L e a bactéria com a maior concentracdo (0,33 g/L).
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Figura 5.25 Andlise RGB das condi¢des otimizadas para a detegdo de EAB, no sensor de papel de fotocdpia com
dimens@es dos pogos a mimetizar microplascas de 96 pogos.

A cor resultante apresenta um racio RGB de 1,33 + 0,005, enquanto que o controlo negativo e o
branco apresenta racios equivalentes de 0,98 + 0,001/0,004, respetivamente. Este resultado revela
também uma diferenca estatistica significante, entre o resultado positivo e negativo, com P <0,0001
(Anexo D.2), provando mais uma vez a especificidade do sensor colorimétrico desenvolvido para a
detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas. Adicionalmente, verifica-se também que a detecdo da
bactéria G. sulfurreducens na fase latente é possivel com um racio RGB de 1,10 * 0,04, mostrando que

a diminuicdo dos pogos/volume de amostra aumenta a sensibilidade do sensor.

A Figura 5.26 mostra o0 sensor colorimétrico de papel otimizado, com as imagens ampliadas
representativas do que acontece no caso de um ensaio com uma resposta positiva. O protétipo do sensor

encontra-se em anexo (Anexo E).
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Figura 5.26 Sensor colorimétrico final otimizado para a detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas. As
imagens SEM representam os resultados obtidos antes e depois do ensaio colorimétrico (WO; NPs a azul e
bactéria G. sulfurreducens a amarelo).

Por dltimo, foi realizado a andlise de custos do sensor de papel desenvolvido, apresentando um

custo de aproximadamente 0,4 céntimos por unidade. Nesta andlise néo foram tidos em conta os gastos

de eletricidade dos aparelhos utilizados (micro-ondas, forno, impressora de cera e placa térmica).

Tabela 5.6 Andlise de custos do sensor de papel desenvolvido.

Material Quantidade Custo Custo/sensor
Papel 300 % Portucel 35 x 30 mm 1,9 x 103 €/m? 1,9x104€
Cera 3x35x30mm 0,28 €/m? 8,2x 104€
h-WOs NPs 0,3mg 9,1 x 10 €/mg 2,7x10%€
Total 3,7x10°% €
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

No ambito deste trabalho utilizou-se papel como suporte no desenvolvimento de um sensor para a
detecao colorimétrica de bactérias eletroquimicamente ativas.

A presenca ou auséncia de uma EAB (Geobacter sulfurreducens) numa cultura celular foi testada
através do uso de um material electrocromico, WOs3, que muda a sua cor de branco para azul quando
em contacto com estas bactérias, devido a reacéo de reducéo.

O uso do papel como suporte neste tipo de métodos de detegdo apresenta vantagens como o baixo
custo, abundancia, disponibilidade e biodegradabilidade. Além disso, devido a cor branca da sua
superficie proporciona um elevado contraste facilitando os métodos de andlise da imagem e, em
particular, a utilizacdo de sensores colorimétricos. Neste trabalho foram caracterizados e testados dois
tipos de papel: papel de fotocOpia e papel Whatman. O papel de fotocépia revelou ter uma superficie
mais lisa, uniforme e com menor porosidade do que o papel Whatman o que facilitou a distribuicdo
uniforme das WO3 NPs, resultando na identificagdo com sucesso da bactéria Geobacter sulfurreducens.

O uso de um método hidrotermal com radiacdo de micro-ondas na sintese das WOz NPs trouxe
diversas vantagens em relagdo aos métodos convencionais: (i) tempos de reacgéo rapidos (1 hora em vez
de 8 horas); (ii) controlo da estrutura e morfologia das nanoparticulas e (iii) baixo custo energético. O
estudo sobre a influéncia de varios fatores na sintese das WO3z NPs, nomeadamente, os precursores, 0S
agentes direcionais de estrutura e o pH de sintese foi realizado e permitiu a obtengéo de trés estruturas
cristalograficas distintas: monoclinica, ortorrdbmbica hidratada e hexagonal. Este estudo mostrou que
quando a sintese € realizada a pH 0,0 a estrutura cristalografica resultante é sempre monoclinica
independentemente do precursor e/ou ADE utilizado. No caso da sintese a pH 0,4 a estrutura
predominante é a ortorrdbmbica e a pH 1,8 sé@o obtidas as trés estruturas cristalogréficas. Além disso,
permitiu também concluir que a estrutura cristalografica hexagonal com morfologia de nanofios s6 é
obtida quando o Na2SO4 é utilizado como ADE.

As amostras de WOs NPs obtidas foram utilizadas nos ensaios colorimétricos, em solu¢éo e em
papel, para testar a presenca da bactéria G. sulfurreducens. A identificacdo positiva desta bactéria no
sensor de papel foi conseguida com a amostra de nanofios de WOs de estrutura cristalografica
hexagonal, devido aos beneficios da sua geometria (tineis hexagonais e cavidades trigonais) e da sua
morfologia (estrutura unidimensional com elevada &rea superficial e densidade superficial atdmica). Esta
amostra foi entdo utilizada na otimizacdo do método de detecdo colorimétrico e respetivo
desenvolvimento do sensor de papel final. A avaliacdo da cor resultante dos ensaios colorimétricos foi
realizada com recurso a um software de edicdo de imagem, ImageJ, que calcula as intensidades RGB
de uma zona selecionada. O réacio entre as intensidades RGB dos canais Blue e Red permitiu a distingdo
entre resultados positivos (racio maior que 1) e negativos (racio menor que 1).

Verificou-se que a utilizacdo de uma dispersédo de h-WOs NPs com concentracdo de 15 g/L para
impregnar a zona de reagdo no sensor de papel permite a identificagcao positiva da bactéria Geobacter
sulfurreducens numa fase inicial de crescimento (fase latente, correspondente 0,07 g/L) com um racio
RGB de 1,10 + 0,040. A detecao da bactéria na sua fase de maior crescimento apresentou um racio RGB

de 1,33 + 0,005, com um P <0,0001 em relac&o ao controlo negativo.
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Estes resultados demonstram que o sensor de papel desenvolvido para a detecdo de bactérias
eletroquimicamente ativas € sensivel e especifico. Além disso, representa uma alternativa mais simples,
rapida e de menor custo aos métodos existentes atualmente para detetar a presenca destas bactérias.

A aplicacdo da tecnologia desenvolvida no decorrer desta dissertacdo pode ser feita nos
laboratérios de investigacdo da area, facilitando assim a detecéo destas bactérias. Além da detecdo pode
também ser usado em diversos estudos que clarificam, por exemplo, os mecanismos de transferéncia
eletronica destas bactérias. Adicionalmente, o estudo efetuado sobre a sintese das WOz NPs por um

método hidrotermal pode também dar um importante contributo na area dos materiais electrocromicos.
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ANEXOS

A - Fichas cristalograficas das estruturas cristalograficas monoclinica, ortorrémbica hidratada

e hexagonal

A.1 — Ficha cristalografica: Monoclinica (m-WQs)

Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a (A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):

Volume of cell (1076 pm"3):
Z:

RIR:

Subfiles and Quality

Subfiles:

Quality:
Comments

General comments:

00-043-1035
Tungsten Oxide

O3W
WOg3

Monoclinic
P21/n
14

7.2970

7.5390

7.6880
90.0000
90.9100
90.0000

7.28
422.88
8.00

5.04

Inorganic

Alloy, metal or intermetalic
Corrosion

Forensic

Calculated (C)

Calculation of diffractometer peak intensities done with MICRO-
POWD v. 2.2 (D. Smith and K. Smith) using default instrument
broadening function (NBS Table), diffracted beam monochromator
polarization correction, and atomic scattering factors corrected for
anomalous dispersion. Cell parameters from Loopstra, B., Acta
Crystallogr., 21 158 (1966). Atomic positions from same source:
W(1) in 4e with x=0.254, y=0.037, z=0.282; W(2) in 4e with x=0.250,
y=0.023, z=0.784; O(1) in 4e with x=0.005, y=0.042, z=0.211; O(2)
in 4e with x=0.993, y=0.474, z=0.218; O(3) in 4e with x=0.288,
y=0.262, z=0.286; O(4) in 4e with x=0.211, y=0.259, z=0.730; O(5)
in 4e with x=0.292, y=0.043, z=0.008; O(6) in 4e with x=0.279,
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y=0.487, z=0.993. Isotropic thermal parameters estimated as B=1.0
for each atom. Intensity threshold for <1=0.1%.

Additional pattern: To replace 24-747.
References
Primary reference: Grier, D., McCarthy, G., North Dakota State University, Fargo, North
Dakota, USA., ICDD Grant-in-Aid, (1991)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 1 1 0 5.24300 16.897 1.0
2 1 1 1 4.30900 20.596 1.0
3 0 0 2 3.84400 23.120 100.0
4 0 2 0 3.76900 23.586 97.0
5 2 0 0 3.64800 24.380 99.0
6 0 1 2 3.42400 26.002 1.0
7 0 2 1 3.38400 26.315 1.0
8 1 2 0 3.34900 26.595 19.0
9 -1 1 2 3.11700 28.615 16.0
10 1 1 2 3.08300 28.938 17.0
11 1 2 1 3.06200 29.141 1.0
12 0 2 2 2.69100 33.267 39.0
13 -2 0 2 2.66700 33.575 27.0
14 2 0 2 2.62300 34.156 62.0
15 -1 2 2 2.53400 35.394 6.0
16 1 2 2 2.51500 35.671 6.0
17 -2 2 1 2.49000 36.041 1.0
18 2 1 2 2.47900 36.206 1.0
19 2 2 1 2.47300 36.297 1.0
20 -1 0 3 2.43000 36.963 1.0
21 1 0 3 2.40600 37.345 1.0
22 -3 0 1 2.32900 38.628 1.0
23 3 1 0 2.31400 38.888 1.0
24 3 0 1 2.30800 38.993 1.0
25 1 1 3 2.29200 39.277 1.0
26 1 3 1 2.26700 39.728 1.0
27 -3 1 1 2.22600 40.491 1.0
28 3 1 1 2.20700 40.855 1.0
29 -2 2 2 2.17700 41.444 14.0
30 2 2 2 2.15400 41.907 14.0
31 0 2 3 2.11900 42.633 1.0
32 0 3 2 2.10300 42.974 1.0
33 3 2 0 2.04400 44.279 4.0
34 1 2 3 2.02700 44.670 3.0
35 1 3 2 2.01600 44,927 4.0
36 -3 1 2 1.99620 45.397 4.0
37 -3 2 1 1.98160 45.751 1.0
38 3 1 2 1.96970 46.043 5.0
39 0 0 4 1.92180 47.259 9.0
40 0 4 0 1.88470 48.248 9.0
41 0 1 4 1.86220 48.869 1.0
42 -2 2 3 1.84290 49.415 1.0
43 0 4 1 1.83050 49.772 1.0
44 -2 3 2 1.82900 49.816 1.0
45 1 4 0 1.82440 49.950 24.0
46 2 3 2 1.81530 50.217 1.0
47 -3 2 2 1.81450 50.241 2.0
48 -1 1 4 1.81110 50.342 13.0
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49 1 1 4 1.79770 50.744 12.0

50 3 2 2 1.79450 50.841 9.0

51 -1 4 1 1.77710 51.375 1.0

52 1 4 1 1.77390 51.474 1.0

53 -1 3 3 1.74680 52.333 1.0

54 -4 1 1 1.73340 52.768 1.0

55 4 1 1 1.72170 53.155 1.0

56 0 2 4 1.71180 53.487 12.0

57 3 1 3 1.70480 53.724 8.0

58 0 4 2 1.69220 54.156 9.0

59 2 0 4 1.68920 54.260 8.0

60 2 4 0 1.67450 54.777 10.0

61 -1 2 4 1.67210 54.862 1.0

62 -2 1 4 1.66900 54.972 7.0

63 1 2 4 1.66160 55.238 1.0

64 -4 0 2 1.65810 55.365 8.0

65 -1 4 2 1.65100 55.623 8.0

66 2 1 4 1.64840 55.719 1.0

67 1 4 2 1.64590 55.811 10.0

68 4 2 0 1.64190 55.958 18.0

69 4 0 2 1.63780 56.111 15.0

70 2 4 1 1.63360 56.268 1.0

71 -4 1 2 1.61940 56.806 1.0

72 -2 3 3 1.61710 56.894 1.0

73 -4 2 1 1.61040 57.153 1.0

74 4 2 1 1.60080 57.527 1.0

75 -3 3 2 1.59780 57.645 1.0

76 3 3 2 1.58410 58.191 2.0

77 -2 2 4 1.55840 59.246 4.0

78 2 2 4 1.54150 59.961 4.0
Structure
No Name Elem X Y Z Biso sof Wyck.
1 01l 0 0.19000 0.26000 0.47000 0.5000 1.0000 4e
2 02 0 0.25000 0.04000 0.03000 0.5000 1.0000 4e
3 03 0 0.02500 0.21000 0.23500 0.5000 1.0000 4e
4 04 0 0.47500 0.29000 0.26500 0.5000 1.0000 4e
5 05 0 0.72000 0.47500 0.22000 0.5000 1.0000 4e
6 06 0 0.28000 0.52500 0.28000 0.5000 1.0000 4e
7 Wl W 0.03400 0.46700 0.28100 0.5000 1.0000 de
8 W2 W 0.53300 0.02600 0.28500 0.5000 1.0000 de
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Stick Pattern

Imensity [%)

100

Ref. Pattern: Tupokten Cwxide, 00-042- 1035

I
|
A L1 Al G0
Position [%2 Theta]

A.2 — Ficha cristalografica: Ortorrdbmbica hidratada (o-W0Os3-0,33H20)

Name and formula

Reference code:
ICSD name:

Empirical formula:
Chemical formula:

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):
Volume of cell (10"6 pm”3):
Z:

RIR:

01-072-0199

Tungsten Oxide Hydrate

Ho.6603.33W
WO3 (H20)0.33

Orthorhombic
Fmm?2
42

7.3590
12.5130
7.7040
90.0000
90.0000
90.0000

6.68
709.41
12.00

6.13
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Subfiles and Quality

Subfiles: Inorganic
Corrosion
Modelled additional pattern
Quality: Calculated (C)
Comments
Additional pattern: See PDF 35-270.
ICSD collection code: 015514
References
Primary reference: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Structure: Gerand, B., Nowogrocki, G., Figlarz, M., J. Solid State Chem., 38,
312, (1981)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 0 2 0 6.25650 14.144 38.9
2 1 1 1 4.89696 18.101 82.2
3 0 0 2 3.85200 23.071 76.4
4 2 0 0 3.67950 24.168 7.6
5 1 3 1 3.28276 27.142 44 .2
6 2 2 0 3.17166 28.112 100.0
7 0 4 0 3.12825 28.510 47.6
8 2 0 2 2.66069 33.657 10.5
9 2 2 2 2.44848 36.674 48.5
10 0 4 2 2.42834 36.989 23.1
11 2 4 0 2.38034 37.763 10.6
12 3 1 1 2.29763 39.177 4.4
13 1 5 1 2.26466 39.771 4.2
14 1 3 3 2.09618 43.120 5.2
15 0 6 0 2.08550 43.352 1.8
16 3 3 1 2.03904 44,392 7.2
17 2 4 2 2.02675 44.676 5.9
18 0 0 4 1.92600 47.150 6.9
19 0 2 4 1.84075 49.476 15.3
20 0 6 2 1.83396 49.672 9.8
21 2 6 0 1.81434 50.246 16.1
22 4 2 0 1.76502 51.752 1.4
23 3 1 3 1.75624 52.030 2.9
24 1 5 3 1.74138 52.508 3.0
25 3 5 1 1.70637 53.670 7.1
26 1 7 1 1.69452 54.076 3.1
27 4 0 2 1.66012 55.291 6.9
28 2 2 4 1.64624 55.798 12.4
29 2 6 2 1.64138 55.978 20.0
30 3 3 3 1.63232 56.316 3.0
31 4 2 2 1.60460 57.378 3.7
32 4 4 0 1.58583 58.122 9.4
33 0 8 0 1.56412 59.008 4.3
34 2 4 4 1.49800 61.891 6.5
35 4 4 2 1.46642 63.376 8.6
36 0 8 2 1.44921 64.218 4.3
37 3 5 3 1.44715 64.320 2.4
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38 2 8 0 1.43881 64.738 1.7

39 5 1 1 1.43610 64.876 2.1

40 3 7 1 1.41992 65.707 1.5

41 1 3 5 1.41824 65.795 1.5

42 0 6 4 1.41492 65.969 3.4

43 4 6 0 1.37964 67.881 0.3

44 5 3 1 1.36594 68.657 1.0

45 2 8 2 1.34839 69.678 1.6

46 1 9 1 1.34518 69.869 1.7

47 4 0 4 1.33035 70.763 2.0

48 2 6 4 1.32064 71.363 4.1

49 4 2 4 1.30125 72.594 3.5

50 4 6 2 1.29885 72.749 3.0

51 1 5 5 1.29169 73.218 1.0

52 0 0 6 1.28400 73.729 0.3

53 5 1 3 1.27035 74.655 0.8

54 0 2 6 1.25779 75.530 2.1

55 5 5 1 1.25181 75.955 0.6

56 3 3 5 1.24525 76.427 0.6

57 4 4 4 1.22424 77.983 2.8

58 5 3 3 1.22100 78.230 2.0

59 0 8 4 1.21417 78.755 1.5

60 2 0 6 1.21231 78.899 1.9

61 1 9 3 1.20611 79.385 0.8

62 6 2 0 1.20359 79.584 2.4

63 3 9 1 1.19492 80.278 0.5

64 4 8 0 1.19166 80.543 2.3

65 2 2 6 1.19017 80.664 1.4

66 0 4 6 1.18783 80.856 1.3

67 2 10 0 1.18467 81.117 2.2

68 6 0 2 1.16869 82.465 0.2

69 3 5 5 1.15696 83.487 0.5

70 2 8 4 1.15302 83.837 2.2

71 6 2 2 1.14882 84.214 2.7

72 6 4 0 1.14187 84.845 0.2

73 4 8 2 1.13843 85.162 2.5

74 2 10 2 1.13233 85.731 2.5

75 2 4 6 1.13039 85.914 2.6

76 5 7 1 1.12407 86.515 0.5

77 4 6 4 1.12158 86.755 1.7

78 1 11 1 1.11241 87.650 0.4

79 6 4 2 1.09478 89.435 0.8

80 0 6 6 1.09339 89.579 1.2
Structure
No Name Elem X Y Z Biso sof Wyck.
1 01 0 0.00000 0.00000 0.76000 6.0000 1.0000 4a
2 02 0 0.00000 0.00000 0.27000 6.0000 1.0000 4a
3 03 0 0.25000 0.25000 0.31000 6.0000 1.0000 8b
4 04 ¢} 0.17000 0.11000 0.07000 6.0000 1.0000 l6e
5 05 0 0.00000 0.29000 0.10000 6.0000 1.0000 8c
6 Wl W 0.00000 0.00000 0.00000 1.3000 1.0000 4a
7 W2 W 0.25000 0.25000 0.06000 2.3000 1.0000 8b

Desenvolvimento de um sensor colorimétrico em papel para a detecdo de bactérias eletroquimicamente ativas

76



Stick Pattern

Imensity [%)
1 Fef. Pattern: Tungsten Cxdde Hydrate, 09-072 0154
ﬂ:l_
I I [ I I
A a0 L | al & ] &l o

Position [%2 Theta)

A.3 — Ficha cristalogréafica: Hexagonal (h-WOs3)

Name and formula

Reference code: 01-075-2187

ICSD name: Tungsten Oxide
Empirical formula: O3W
Chemical formula: WO3

Crystallographic parameters

Crystal system: Hexagonal
Space group: P6/mmm
Space group number: 191

a (A): 7.2980
b (A): 7.2980
c (A): 3.8990
Alpha (°): 90.0000
Beta (°): 90.0000
Gamma (°): 120.0000
Calculated density (g/cm”3): 6.42
Measured density (g/cm”3): 6.36
Volume of cell (10"6 pm”3): 179.84
Z: 3.00
RIR: 8.33
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Subfiles and Quality

Subfiles: Inorganic
Alloy, metal or intermetalic
Corrosion
Modelled additional pattern
Quality: Calculated (C)
Comments
Additional pattern: See PDF 33-1387.
ICSD collection code: 032001
References
Primary reference: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Structure: Gerand, B., Nowogrocki, G., Guenot, J., Figlarz, M., J. Solid State
Chem., 29, 429, (1979)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 1 0 0 6.32025 14.001 100.0
2 0 0 1 3.89900 22.789 67.4
3 1 1 0 3.64900 24.374 21.6
4 1 0 1 3.31836 26.845 22.0
5 2 0 0 3.16013 28.217 95.2
6 1 1 1 2.66423 33.611 11.0
7 2 0 1 2.45502 36.573 55.9
8 2 1 0 2.38883 37.623 10.0
9 3 0 0 2.10675 42.893 4.3
10 2 1 1 2.03692 44,441 3.8
11 0 0 2 1.94950 46.548 7.7
12 1 0 2 1.86289 48.849 3.7
13 3 0 1 1.85348 49.114 4.0
14 2 2 0 1.82450 49.947 16.2
15 3 1 0 1.75292 52.136 7.6
16 1 1 2 1.71949 53.229 2.5
17 2 0 2 1.65918 55.325 16.0
18 2 2 1 1.65252 55.568 17.3
19 3 1 1 1.59878 57.607 4.0
20 4 0 0 1.58006 58.355 8.4
21 2 1 2 1.51038 61.328 1.6
22 4 0 1 1.46439 63.474 9.3
23 3 2 0 1.44997 64.180 2.7
24 3 0 2 1.43087 65.142 1.2
25 4 1 0 1.37919 67.906 1.8
26 3 2 1 1.35903 69.055 1.5
27 2 2 2 1.33212 70.655 6.1
28 3 1 2 1.30348 72.450 1.5
29 4 1 1 1.30024 72.659 2.4
30 1 0 3 1.27303 74.471 0.4
31 5 0 0 1.26405 75.091 0.1
32 4 0 2 1.22751 77.736 4.0
33 1 1 3 1.22433 77.976 2.4
34 3 3 0 1.21633 78.588 0.2
35 5 0 1 1.20198 79.712 2.4
36 4 2 0 1.19442 80.319 7.5
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37 3 2 2 1.16345 82.918 0.7

38 3 3 1 1.16114 83.119 0.5

39 4 2 1 1.14203 84.831 5.1

40 5 1 0 1.13515 85.467 0.9

41 4 1 2 1.12592 86.338 0.5

42 3 0 3 1.10612 88.277 0.2

43 5 1 1 1.08990 89.944 0.6
Structure
No. Name Elem. X Y 4 Biso sof Wyck.
1 01l 0 0.21200 0.42400 0.00000 5.2000 1.0000 61
2 02 0 0.50000 0.00000 0.50000 6.3000 1.0000 3g
3 Wl W 0.50000 0.00000 0.00000 0.5000 1.0000 3f

Stick Pattern

Intensity [%)]
100

Rief. Pattern: Tungsten Owide, 01-07 52187

0= ASARRRRSS T AR AR ABRARRARS [
i A 4] a0 21 Ta an m

Position [%2 Theta)

A.4 — Ficha cristalografica: Acido tingstico (H2WOa)

Name and formula

Reference code: 01-084-0886

Mineral name: Tungstite

ICSD name: Tungsten Oxide Hydrate
Empirical formula: HoO4W

Chemical formula: WO3H>0
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Crystallographic parameters

Crystal system: Orthorhombic
Space group: Pmnb
Space group number: 62

a (A): 5.2490
b (A): 10.7110
c (A): 5.1330
Alpha (°): 90.0000
Beta (°): 90.0000
Gamma (°): 90.0000
Calculated density (g/cm”3): 5.75
Volume of cell (10"6 pm”3): 288.59
Z: 4.00
RIR: 12.81

Subfiles and Quality

Subfiles: Inorganic
Mineral
Corrosion
Modelled additional pattern
Quality: Calculated (C)
Comments
Sample source: Specimen from Kootenay Belle mine, Salmo, British Columbia.
Additional pattern: See PDF 43-679.
ICSD collection code: 201806
References
Primary reference: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Structure: Szymanski, J.T., Roberts, A.C., Can. Mineral., 22, 681, (1984)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 0 2 0 5.35550 16.539 62.7
2 0 1 1 4.62891 19.158 2.7
3 1 2 0 3.74869 23.716 6.6
4 1 1 1 3.47177 25.638 100.0
5 1 2 1 3.02732 29.482 0.1
6 0 3 1 2.93103 30.474 6.4
7 0 4 0 2.67775 33.437 6.4
8 2 0 0 2.62450 34.136 10.8
9 0 0 2 2.56650 34.932 10.0
10 1 3 1 2.55908 35.036 19.0
11 0 1 2 2.49585 35.954 0.1
12 1 4 0 2.38529 37.681 5.0
13 2 2 0 2.35672 38.156 5.2
14 0 2 2 2.31446 38.880 6.1
15 2 1 1 2.28307 39.437 0.9
16 1 1 2 2.25402 39.966 0.4
17 1 4 1 2.16314 41.722 0.1
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78 2 0 4 1.15282 83.855 0.9

79 2 1 4 1.14620 84.450 0.1

80 4 2 2 1.14153 84.877 1.3

81 1 4 4 1.13009 85.942 0.6

82 2 2 4 1.12701 86.234 1.6

83 3 7 1 1.12348 86.572 1.1

84 1 7 3 1.11457 87.437 0.1

85 4 3 2 1.11044 87.846 0.1

86 0 5 4 1.10085 88.811 0.1

87 2 3 4 1.09705 89.200 0.1

88 4 5 1 1.09331 89.588 0.7
Structure
No. Name Elem. X Y Z Biso sof Wyck.
1 H1 H 0.02200 0.25000 0.55500 2.6056 1.0000 4c
2 H2 H 0.02100 0.25000 0.30000 2.6056 1.0000 4c
3 0ol O 0.27300 0.00500 0.25100 0.5000 1.0000 8d
4 02 0 0.43400 0.25000 0.56400 0.5000 1.0000 4c
5 03 O 0.06400 0.25000 0.42500 0.5000 1.0000 4c
6 Wl W 0.27910 0.25000 0.50370 0.5000 1.0000 4c

B — R4cios RGB calculados para os controlos negativos
B.1 Microplaca de 96 pocos

Tabela 0.1 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em solugéo.

Amostra | NC1 | NC2 | NC3 | NS1 | NS2 | NS3 PT1 PT2 PT3

E. coli 083 | 090 | 098 | 0,87 | 0,97 | 0,99 | 0,85 | 0,96 | 0,88
Tampéo | 0,84 | 0,94 | 099 | 0,86 | 096 | 0,99 | 0,92 | 0,96 | 0,90
Branco 093 | 090 | 099 | 0,87 | 0,96 | 0,98 | 0,81 | 0,95 | 0,92

B.2 Sensor de papel com todas as amostras de WO3z NPs

- Papel de fotocépia

Tabela 0.2 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em papel de fotocépia.

Amostra | NC1 | NC2 | NC3 | NS1 | NS2 | NS3 PT1 PT2 PT3

E. coli 098 | 097 | 098 | 093 | 0,98 | 0,98 | 0,95 | 0,97 | 0,95
Tampéo | 0,97 | 099 | 099 | 095 | 0,96 | 0,99 | 0,96 | 0,99 | 0,97
Branco 097 | 098 | 099 | 096 | 0,97 | 0,99 | 0,96 | 0,99 | 0,97

- Papel Whatman

Tabela 0.3 R4cios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico em papel Whatman.

Amostra | NC1 | NC2 | NC3 | NS1 NS2 NS3 PT1 PT2 PT3

E. coli 091 | 097 | 0,97 | 0,90 | 0,97 | 0,97 | 0,90 | 0,92 | 0,90
Tampéo | 091 | 0,96 | 097 | 0,87 | 095 | 0,96 | 0,90 | 0,91 | 0,90
Branco 09 | 09 | 0,96 | 087 | 0,96 | 0,97 | 0,88 | 0,97 | 0,89
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B.3 Otimizac&o do sensor de papel de fotocépia (pocos 7 x 7 mm)

Tabela 0.4 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico de optimizagcdo em
papel de fotocépia com pogos 7 x 7 mm.

Amostra WOs NPs WOs;NPs | WOsNPs | WOsNPs | WOsNPs | WOsNPs
5 gL 10 g/L 15 g/L 20 g/L 25 gL 30 g/L
E. coli 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Branco 0,99 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98

B.4 Otimizacao do sensor de papel de fotocopia (pogos 3,84 x 3,84 mm)

Tabela 0.5 Racios RGB calculados para os controlos negativos do ensaio colorimétrico de optimizagdo em
papel de fotocopia com pogos 3,84 x 3,84 mm.

Amostra WOs NPs WOsNPs | WOsNPs | WOsNPs | WOsNPs | WOsNPs
5g/L 10 g/L 15g/L 20 g/L 25 g/L 30 g/L
E. coli 0,99 0,99 0,99 0,98 0,98 0,98
Branco 0,99 0,98 0,99 0,98 0,98 0,98

C - Ensaios colorimétricos em diferentes substratos de papel

C.1 Varios tipos de papel de cromatografia

Figura 0.1 Resultados colorimétricos em varios tipos de papel de cromatografia. Cada pogo foi impregnado
com uma dispersdo de 10 g/L h-WO;3; NPs e utilizou-se a bactéria G. sulfurreducens na fase exponencial-tardia
(Absgoonm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L).
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C.2 Papel coreano

Frente Verso

Figura 0.2 Resultados colorimétricos na frente e verso de papel coreano. A — G. sulfurreducens na fase
exponencial (Absenm = 0,3, correspondente a 0,20 g/L); B — G. sulfurreducens na fase exponencial-tardia
(Absgoonm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L); C — E. coli; D —tampao; E - branco.

C.3 Papel de celulose bacteriana

Figura 0.3 Resultados colorimétricos em papel de celulose bacteriana. O pogo aroxo refere-se a uma
solugdo aquosa de corante alimentar que foi usado para verificar que as barreiras hidrofébicas foram formadas
com sucesso. O pogo azul foi impregnado com uma dispersao de h-WO3 NPs a 10 g/L e utilizou-se a bactéria
G. sulfurreducens na fase exponencial-tardia (AbSeoonm = 0,5, correspondente a 0,33 g/L).

D — Anélise ANOVA
D.1 Sensor colorimétrico com h-WO3 NPs 10 g/L

Tabela 0.6 — Teste de multipla comparagéo de Tukey para as h-WO3; NPs 10 g/L.

Mean Diff. q Significance Summary 99.9 % CI of diff
Gs vs. E. coli 0.3728 13.98 Yes Fohk 0.1656 to 0.5799
Gs vs. Branco 0.3771 14.14 Yes il 0.1700 to 0.5843
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D.2 Sensor colorimétrico com h-WQO3 NPs 15 g/L

Tabela 0.7 — Teste de multipla comparacgéo de Tukey para as h-WO3; NPs 15 g/L.

Mean Diff. q Significance Summary 99.9 % CI of diff
Gs vs. E. coli 0.3408 211.9 Yes bkl 0.3167 to 0.3649
Gs vs. Branco 0.3439 213.6 Yes Fkk 0.3200 to 0.3715
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E — Prot6tipo do sensor colorimétrico de papel desenvolvido

Frente Pocos Verso

Antes da difusdo

Depois da difusao

Sample
Obs _—
Date ———

EAB SENSOR

CENC

Sensor final

EAB SENSOR

Samole Control

Sample:
Obs. :

Date s i i

CEMFCe
3,0cm

3,5¢cm

Nota: Este documento foi impresso no papel utilizado como substrato, no sensor colorimétrico

desenvolvido neste trabalho, para a dete¢do de bactérias eletroquimicamente ativas.
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