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RESuUMO

A presente dissertacdo descreve o desenvolvimento e a caracterizagdo de sensores Opticos
com base em membranas de poli(cloreto de vinilo), PVC, para determinacéao de Norfloxacina
em amostras do sector da aquacultura. Estes sensores basearam-se na reaccao
colorimétrica entre um metal imobilizado em PVC e a Norfloxacina. O metal foi escolhido
com base em ensaios prévios de reaccdo colorimétrica entre a Norfloxacina e varias
espécies metdlicas, nomeadamente, Fe(lll), Al(lll), Pb(ll), Aluminon, Mo(ll), Mn(ll), Ni(ll),
Cu(ll), Co(ll), Sn(ll) e V(V). A reaccdo mais intensa foi obtida com o Fe(lll).

Neste sentido, numa primeira fase foram desenvolvidos sensores baseados em Fe(lll). O
efeito de alguns parametros experimentais na resposta desses sensores foi avaliado de
modo univariado. Incluem-se aqui o efeito do pH, avaliado entre 2,00 e 6,00, e 0 da
concentracdo de Fe(lll), variada entre cerca de 1,00x10° M e 2,00x10“* M. Os melhores
valores foram obtidos a pH 3, para o qual se verificou um comportamento linear entre cerca
de 1,00x10° M e 1,70x10™* M de Fe(lll).

Utilizando as condicbes seleccionadas anteriormente, procedeu-se a caracterizacao do
complexo sob ponto de vista quimico. Os valores obtidos apontaram para a necessidade de
um excesso de Fe(lll) de, pelo menos, 10 vezes, no sentido de garantir a maxima extensao
de complexacdo. O complexo referido apresentou, nestas condigbes, um comportamento
linear ao longo do intervalo de concentracdes de cerca de 7,00x10° M a 7,00x10* M em
NOR. O complexo formado foi estavel ao longo de 90 minutos.

As condicBes Optimas para analise desse complexo numa superficie sdlida foram obtidas
apos avaliacdo do efeito da quantidade de Fe(lll) e do tipo e quantidade de solvente
mediador (o-nitrofenil octil éter, di-n-octilftalato, dibutilftalato, bis(etilhexil)sebacato,
bis(etilhexil)ftalato). O bis(etilhexil)sebacato foi o solvente mediador escolhido e a relacdo de
guantidade entre o PVC e o solvente mediador foi igual a 1:2.

O procedimento de preparacdo do sensor soélido e subsequente optimizacéo foi aplicado a
outras espécies metdlicas, para além do Fe(lll), tais como, Cu(ll), Mn(ll) e aluminon. A
conjugacdo de todos estes metais permitiu desenvolver um array de sensores para
despistagem de Norfloxacina em aguas de aquacultura. Algumas membranas sensoras
foram aplicadas com sucesso no controlo de Norfloxacina em amostras de 4guas ambientais
dopadas. Os resultados obtidos com membranas de Fe(lll) e Cu(ll) foram exactos, tendo-se
registado valores de concentragdo préximos dos reais. O método proposto permitiu, por
isso, a despistagem répida e eficaz da presenca de um antibidtico em aguas ambientais,
permitindo ainda o seu doseamento a um baixo custo. Numa perspectiva de rotina, e tendo
em vista a despistagem deste antibidtico, este método revelou-se mais rapido e mais barato
do que os demais métodos descritos na literatura para este efeito.

Palavras-chave: Aquacultura, antibiético de uso veterinario, norfloxacina, agua ambiental,
espectrofotometria de UV/Visivel, colorimetria, sensor solido.
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ABSTRACT

This dissertation describes the development and characterization of optical sensors based
on Poly (vinyl chloride), PVC, membranes for the determination of Norfloxacin in samples
from the aquaculture sector. These sensors were based on the colorimetric reaction between
an immobilized metal in PVC and Norfloxacin. The metal was selected after preliminary
experiments between Norfloxacin and various metal species, including, Fe (lll), Al (1), Pb(ll),
Aluminon, Mo(ll), Mn(ll), Ni(ll), Cu(ll), Co(ll), Sn(ll) e Vanadium. The most intense reaction
was obtained for Fe (lll).

Hence, the first sensors were based on Fe (Ill). The effect of experimental parameters in the
response of these sensors was evaluated by univariate mode. These include the effect of
pH, measured between 2.0 and 6.0, and the concentration of Fe (lll) varying between
1.11x10° M and 2.11x10* M. The best response was obtained for pH 3, providing a linear
response between 1.11x10° M and 1.67x10™ M in the concentration of Fe (llI).

Using the conditions previously selected, additional studies were conducted for
characterization of the colored complex. The results showed the need of an excess of Fe (lll)
of least 10 times, to ensure a maximum degree of complexation. The complex displayed a
linear behavior over the concentration range of 7.08x10™° M to 7.08x10™“ M. The complex was
found stable over 90 minutes.

The optimal conditions for analysis of this complex in a solid surface were found after
studying the effect of the amount of Fe(lll) and the kind/amount of plasticizer (o-nitrofeniloctil
eter, di-n-octilftalato, dibutilftalato, bis(etilhexil)sebacato, bis(etilhexil)ftalato) upon the
observed color. The plasticizer selected was bis(ethylhexyl)sebacate and ratio amounts of
PVCl/plasticizer was 1:2.

The above selected procedure for preparing the solid sensor and subsequent optimization
was applied to other metal species, namely Cu(ll), Mn(ll) and aluminon. The combination of
all these metals made possible to develop an array of sensors for detecting Norfloxacin in
aquaculture waters. The sensors have been successfully applied to screen of Norfloxacin in
environmental water samples. The results were found accurate, with experimental
concentrations close to the real value. Thus, the proposed method allowed the rapid and
effective screening of an antibiotic in environmental water, also providing a quantitative
response with low cost. For routine applications, this method was found faster and cheaper

than other methods described in literature for this purpose.

Keywords: aquaculture, antimicrobial for veterinary use, norfloxacin, environmental water,

UV/Vis spectrophotometry, colorimetry, solid sensor.
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\ 1. INTRODUCAO

1.1. AQUACULTURA

A aquacultura € uma actividade muito diversa abrangendo uma gama bastante alargada de
espécies, sistemas e praticas. A dimensao econémica do sector contribui para a criacao de
novos nichos econdémicos, isto €, para a criacdo de emprego, para uma utilizacdo mais
eficiente dos recursos locais e para a criagdo de oportunidades de investimento produtivo. A
contribuicdo para o comércio, a nivel local e internacional, estd também a aumentar [1].
Entende-se por “aquicultura” a exploracéo ou cultura de organismos aquaticos que aplique
técnicas concebidas para aumentar, além das capacidades naturais do meio, a producao
dos organismos em causa; estes organismos continuam, durante toda a fase de exploragéo
ou cultura até, inclusive, a sua colheita, a ser propriedade de uma pessoa singular ou
colectiva [1].

A aquacultura da Unido abrange essencialmente 3 subsectores principais, com
antecedentes e caracteristicas diferentes, que s&o: a piscicultura dulceaquicola,

moluscicultura em meio marinho e piscicultura em meio marinho [1].

1.1.1. PISCICULTURA DULCEAQUICOLA
A piscicultura dulceaquicola trata-se de uma actividade tradicional que tem de fazer face ao
problema do valor de mercado relativamente baixo dos seus produtos em comparagcdo com

os custos de producdo. A truta € a principal espécie aquicola da Unido. H& muitas espécies
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gue poderiam ser cultivadas, mas que se confrontam com o problema de uma procura muito
limitada. Nao é provavel que a procura de peixe de 4gua doce aumente muito num futuro
préoximo, a menos que sejam tomadas iniciativas de marketing que mudem a tendéncia
actual. Na maior parte dos casos, 0 peixe de agua doce é criado em sistemas intensivos,
pelo que as restricdes ambientais séo importantes [2].

1.1.2. MOLUSCICULTURA EM MEIO MARINHO

A moluscicultura consiste na cultura de moluscos bivalves em
viveiros e representam mais de 60% do volume, mas apenas
30% do valor da aquacultura da Unido. Este subsector esta
espalhado por toda a orla costeira da Unido e pode ser
extremamente importante a nivel local, em termos econémicos e

de criacdo de emprego. Trata-se de uma actividade tradicional,

N » relativamente antiga, praticada com frequéncia nas pequenas
instalacBes tecnicamente simples de empresas familiares. Essas empresas, em regra geral,
utilizam técnicas adequadas de forma a criar maior variedade de espécies. E uma actividade
em que os alimentos néo se incluem entre os factores de producéo, ja que os moluscos das
exploracdes aquicolas se alimentam dos recursos naturais; no entanto, podem surgir
dificuldades relacionadas com flutuacbes da oferta, na medida em que a producédo de
crustaceos e moluscos esta dependente das condi¢Bes climaticas. A rentabilidade também é
afectada pelo fenémeno cada vez mais frequente das fluorescéncias de algas tdxicas ou por

problemas ecolbgicos especificos, a nivel local [2].

1.1.3. PISCICULTURA EM MEIO MARINHO

A piscicultura em meio marinho é a actividade mais recente, iniciada na década de setenta,
e também a mais complexa sob o ponto de vista técnico. Até ao inicio da década de noventa
a piscicultura em meio marinho era mais rentavel do que qualquer outro subsector da
aquacultura, pelo que atraiu novos investidores, tendo como consequéncia um crescimento
rapido da producédo que esteve na origem de dificuldades de comercializagdo e de descidas
dos precos. Este subsector € também afectado por problemas ambientais frequentemente
relacionados com os métodos de piscicultura intensiva utilizados, em que 0s peixes sé&o
alimentados com alimentos industriais. Nos ultimos 15 anos a criagdo de robalos e de

douradas no Mediterraneo desenvolveu-se rapidamente.

|}
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Outros produtos aquicolas da Unido sdo os crustaceos e as algas, que sdo produzidos,
porém em quantidades marginais. As algas tém talvez potencialidades de expanséo futura

2.

1.1.4. POTENCIALIDADES DA AQUACULTURA

O aumento da concorréncia global e o crescimento de novas formas de pensar por parte dos
consumidores, em termos de qualidade alimentar, levaram a que novas oportunidades de
negdécio surgissem na area da pesca. A crescente pressdo por parte dos ecologistas em
producdes naturais, biodinamicas e ecolégicas leva a que a que as instituicdes comunitarias,
devido ao problema da escassez de recursos naturais e empobrecimento da biodiversidade,
promovam alteracbes de comportamentos e criem novas solucdes sustentaveis para o
sector.

O reforco da competitividade salvaguardando valores ambientais, a busca de maior
gualidade e melhores condi¢bes de vida, entre outros, fez emergir uma nova abordagem: a
Aguacultura, uma alternativa as formas tradicionais de abastecimento de pescado.
Fundamenta-se assim uma estratégia em que se procura aumentar a capacidade produtiva
do sector das pescas, fornecendo produtos de qualidade, promovendo o bem-estar animal e
nao esquecendo actividades de monitorizacdo, investigacdo e promocao de tecnologias
limpas.

A aquacultura €, simultaneamente, um sector tradicional e moderno, que permite a producao
de plantas (algas e outras espécies similares) e animais aquaticos (peixes, crustaceos,
moluscos, etc.) nas diferentes fases de desenvolvimento dos seus ciclos biolégicos, em
condicbes controladas de crescimento e repovoamento, em agua salgada ou doce e
evitando os efeitos nefastos que acarreta a seleccdo do meio natural.

O grande objectivo da Aquacultura é o fornecimento, para mercados e outras unidades
comerciais, de peixe fresco e de qualidade durante todo o0 ano, respeitando a Natureza,
valorizando os valores ambientais, promovendo a equidade de recursos face as geracoes
vindouras e procurando criar um ordenamento territorial do litoral que permita um
desenvolvimento sustentavel.

As grandes vantagens deste tipo de produgéo séo as seguintes:

» Controlar parasitas, predadores (caranguejos, aves, etc.), competidores e poluentes

pela utilizacdo de um sistema sustentével,

» Exigir um rigido controlo sanitario, bem como um refor¢o do controlo da presenca de

residuos nos produtos de Aquacultura;

» Planear o calendéario do processo da pré e pds-colheita;

____________________________________________________________________J
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» Controlar a dieta alimentar das espécies, numa primeira fase, em zooplancton e,
numa segunda fase, num granulado de farinha feito & base de peixes e vegetais
(alimentos inertes);

» Permitir o uso da tecnologia em funcdo da biologia e da producéo, da forma mais
eficiente e com o minimo impacto sobre 0 meio;
» Estar sujeita a um elevado controlo por parte das autoridades governamentais e

outras entidades certificadas de regulagéo;

» Permitir a criacdo de espécies de maior qualidade comparativamente as criadas nos

seus meios naturais, com 0s seus habitats intensamente poluidos.

Tratando-se de uma alternativa as espécies provenientes do meio aquatico natural, este tipo
de producdo acaba por proteger as reservas naturais em perigo e assumir também uma
dimensdo importante ao nivel social, contribuindo econémica e socialmente para o
desenvolvimento de muitas zonas rurais.

Noutra perspectiva, a maior preocupacao por parte dos consumidores em alimentos de
elevada qualidade e que Ihes confiram seguranca alimentar, faz com que a procura por
peixe do mar diminua (fruto do habitat poluido em que estes se desenvolvem) e seja
substituida por peixe produzido em sistemas de Aquacultura.

A Aquacultura tem trés variantes fundamentais:

» Criacdo de ovos embrionados através de uma unidade de reproducéo;

» Simples policultura extensiva de engorda de alevins (peixe que sai do ovo e que se

alimenta de zooplancton);
» Aquacultura intensiva ou industrial feita em tanques ou outro tipo de viveiros.

Para o seu desenvolvimento, existem diferentes técnicas de produgédo que passam pelo
aproveitamento das condi¢Bes naturais (homeadamente através da colocacdo de redes ou
gaiolas no mar) ou pela construgdo de habitats artificiais (como por exemplo, através da
construcdo de tanques).

Como cada espécie de peixe se desenvolve num meio com caracteristicas especificas (de
iluminacdo, quantidade e qualidade correcta de alimentos, temperatura, salubridade da
agua, quantidade de oxigénio dissolvido na 4gua, etc.), a escolha da(s) espécie(s) a produzir
terd que seguir uma selecgéo criteriosa e, preferencialmente, baseada em conhecimentos

cientificos, bem como no potencial de utilizacdo comercial da(s) mesma(s) [3].

1.1.5. PRODUGCAO MUNDIAL DE PEIXE
A aquacultura encontra-se em grande desenvolvimento a nivel mundial (Figura 1). Desde

1970, a producdo global de aquacultura, incluindo as plantas aquaticas, teve um

g
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crescimento anual de 9%, alcangcando cerca de 66.7 milhdes de toneladas em 2006. Este
crescimento foi maior do que em qualquer outro sistema de producédo alimentar, apesar de
ser ainda necessaria uma expansao maior no sentido de dar resposta a crescente procura
de peixe [4].

Em 2006 a aquacultura representou cerca de 36% do volume e 50% do valor global de
peixes, incluindo fontes ndo alimentares. Em termos de producéo alimentar, forneceu cerca

de 47% dos alimentos produzidos em sistemas aquéticos, oceanos e lagos [4].
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Figura 1 - Estimativa mundial da producgdo de aquacultura.[5].

Prevé-se que em 2030 as necessidades globais de peixe atinjam 150-160 milhdes de
toneladas. No entanto, para se conseguir uma base sustentavel, a pesca s6 podera fornecer
cerca de 80-100 milhdes de toneladas por ano sendo o acréscimo promovido pela
aquacultura de 50-80 milhdes de toneladas de peixe. Estes elevados valores de producéo,
s6 podem, porém, ser alcancados mediante um controlo rigoroso das condi¢gfes de cultivo,

requerendo quase sempre a intervengéo de produtos farmacéuticos autorizados para o ramo

veterinario [4].

1.2. COMPOSTOS UTILIZADOS EM AQUACULTURA

Sdo utilizados em aquacultura uma vasta gama de compostos quimicos, incluindo
antibidticos, parasiticidas, pesticidas, hormonas, anestésicos, varios pigmentos, minerais e

vitaminas. Os compostos utilizados variam muito de sector para sector, tabelal. Por

.}
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exemplo, sistemas de producao de peixes 0sseos necessitam, normalmente, de uma vasta

gama de produtos quimicos, enquanto os sistemas de moluscos raramente utilizam estes

produtos. As preocupagfes actuais acerca do uso de produtos quimicos centram-se nos

seus efeitos potenciais na satde humana e no ecossistema natural.

Tipo de Composto

Antibi6ticos

Parasiticidas

Fertilizantes

Anestésicos

Oxidantes

Exemplos de

Compostos

Oxitetraciclina
(Terramicina),
Sulfadimethocin

Oxina-ormethiprim

Cypermethin

Carbaryl

Trichlorfon

Formalin
Nitrogénio, fosforo e

mistura de

oligoelementos

Metanossulfonato

Permanganato de

potassio

Peroxido de hidrogénio

Hipoclorito de célcio

Tabela 1 - Substancias farmacologicamente activas de utilizacé@o veterinaria [6].

Potenciais Riscos

Desenvolvimento  de
resisténcia microbiana;
Presenca de residuos

em alimentos;

Toxicidade aguda em

organismos marinhos;

Toxicidade aguda em
organismos marinhos;

Toxicidade aguda em

organismos marinhos;

Toxico e irritante;

Contribuicdo para o
enriquecimento

nutricional;
Cancerigeno;

Explosivo;
Irritante durante
manuseamento;

Irritante durante

manuseamento;
Toéxico;
Irritante durante o

manuseamento

Utilizacdo Quimica

Utilizado no tratamento
de varias doencas em

peixes gato e salmao;

Controlo de surto
marinho de piolhos em

salmao;

Eliminacdo de
parasitas existentes
em lagoas ornamentais
de peixes;
Controlo de fungos e
protozodrios em peixes
0sseos;
Estimulagéo da
producéo de algas em
sistemas aquéticos;
Anestesia de peixes

0Sseos;

Utilizado em sistemas
aquaticos para
eliminacéo de

organismos
patogénicos e

fitoplancton;
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_ Exemplos de
Tipo de Composto

Compostos

Sulfato de cobre

Cobre quelato

Algicidas e Herbicidas Simazina

24-D

Brometo de Diquato

Ricioniolate de

potassio

1.2.1. PARASITICIDAS

Tabela 1 - Substancias farmacologicamente activas de utiliza¢éo veterinaria [6] (cont.).

Potenciais Riscos

Em grandes dosagens
torna-se toxico para a
vida aquatica;
Irritante durante o
manuseamento;
Em grandes dosagens
torna-se toxico para a
vida aquatica;
Efeitos nocivos no
figado e na tiréide em
humanos;
Cancerigeno;
Efeitos nocivos nos
rins no figado e no
sangue animal;
Cancerigeno;
Efeitos nocivos nos

rins em humanos;

Efeitos minimos.

Utilizagdo Quimica

Utilizado para reduzir o
crescimento vegetal
em sistemas

aguaticos.

Os ectoparasiticidas séo utilizados para controlo externo de parasitas em animais, 0S

endoparasiticidas para controlar parasitas internos e 0s endectocidas para tratar tanto

parasitas internos como externos. Ectoparasiticidas, endoparasiticidas e endectocidas séo

normalmente utilizados para desparasitacdo de uma vasta variedade de animais. Se ndo

forem controlados, o0s ectoparasitas (acaros, piolhos, carrapatos, etc.) podem afectar

gravemente o bem-estar dos animais.

Encontram-se disponiveis no mercado varios tipos de produtos, estando aprovados para

esta utilizacdo uma vasta gama de substéncias activas, Tabelal. O consumo destes

compostos é actualmente significativo. Estudos recentes estimam um consumo Europeu

anual de cerca de 194 toneladas de parasiticidas [7].

N
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1.2.2. COCCIDIOSTATICOS E ANTIPROTOZOARIOS

Os coccidiostaticos e o0s antiprotozoarios sdo muitas vezes incorporados nos alimentos para
fins medicinais. Isso inclui o uso profilatico para a prevencao de doencas como coccideose e
disenteria suina e o uso terapéutico para o tratamento de outras doencgas. Com excepc¢éo do
dimetridazol, a maioria dos compostos encontra-se amplamente indisponivel [8]. No entanto,
0s seguintes compostos sdo considerados dentro do grupo terapéutico com maior potencial
de utilizacdo: amprdlio, clopidol, lasalocida, maduramicina, narasina, nicarbazina, robenidina
e cloridrato. Entre os compostos protozoarios de maior uso incluem-se o toltrazuril, o

decoquinato e o diclazuril.

1.2.3. ANTIFUNGICOS
Os antifingicos sdo usados por via oral no tratamento de micoses, infeccbes provocadas
por fungos e leveduras. As principais substancias activas utilizadas neste contexto séo a

clorohexidina, o miconazol e a griseofulvina.

1.2.4. HORMONAS

Apesar de ser actualmente proibida a sua utilizacdo na Unido Europeia (UE) como factor de
crescimento, as hormonas tém outros usos restritos, incluindo, a inducdo do estrus
ovulatorio, a supressao do estrus, a terapia sistémica da progesterona e o tratamento de
hipersexualidades. Estima-se que na (UE), a quantidade de hormonas utilizadas no
tratamento dos animais seja cerca de 4,5 mil toneladas por ano. As principais substancias

activas utilizadas sdo altrenogest e progesterona.

1.2.5. PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Os promotores do crescimento sdo antibiéticos adicionados aos alimentos dos animais para
melhorar principalmente a eficiéncia da digestdo. Esta prética foi corrente entre 1993 e
1998, mas decaiu em 1999. A proibicdo da sua utilizacdo na UE foi devida a suspeita de
ocorréncia de resisténcia cruzada a antimicrobianos na medicina humana. Contudo a
utilizacdo de factores de crescimento prosseguiu em outras regides do mundo.

Os dados sobre cada um dos compostos antimicrobianos utilizados como factores de
crescimento sdo limitados. Os compostos potencialmente importantes utilizados incluem

monensina, flavofospolipol, e salinomicina de sédio.
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1.2.6. ANTIBIOTICOS

De entre os compostos farmacologicamente activos administrados, os antibioticos sdo os
mais utilizados. Estima-se que na UE o consumo destes compostos em producao intensiva
de animais ronde as 5000 toneladas/ano. Os antibiéticos sao drogas de origem sintética ou
animal que tém a capacidade de destruir ou inibir o crescimento de microrganismos.
Antibioticos suficientemente ndo téxicos ao seu hospedeiro sdao usados como agentes
guimioterapéuticos no tratamento de doencas infecciosas nos humanos, animais e plantas.
Alguns destes agentes quimicos tém estado presentes no ambiente ha muito tempo e
desempenham um papel importante na luta entre 0 homem e 0s microrganismos.

Desde a sua descoberta, os antibidticos transformaram completamente a luta da
humanidade contra as doencas infecciosas [9]. A utilizacdo dos antibi6ticos, em conjunto
com melhorias na sanidade, nutricdo e habitacdo, em paralelo com o desenvolvimento dos
programas de vacinacgdo, levou a uma diminuicdo dramatica das doencas anteriormente
prevalentes que dizimaram populacdes [9]. No entanto, a humanidade depara-se com uma
nova crise, decorrente da presenca de antibiéticos nos tecidos ediveis. A presenca de
residuos de compostos antimicrobianos nos tecidos ediveis pode ser o resultado do uso de
compostos proibidos ou ndo autorizados, ou, no caso de compostos permitidos, do nao
cumprimento dos intervalos de seguranca estabelecidos antes do abate dos animais. Estas
préaticas ilicitas colocam em risco a salde humana, jA que a presenca de residuos de
drogas, tanto em alimentos como no meio aquético, é conducente ao aparecimento, nos
consumidores, de resisténcias bacterianas aos antimicrobianos, facto que constitui um
gravissimo problema de saulde publica a nivel mundial.

A resisténcia aos antibiéticos € um problema profundo e complexo, para o qual contribuem o
uso abusivo dos antibiéticos nos paises desenvolvidos e o paradoxal sub-uso de antibiéticos
de qualidade nas nacdes em desenvolvimento [9]. A emergéncia de resisténcia aos
antibidticos é considerada por muitos como uma das mais importantes ameacgas a saude
humana no século XXI. A resisténcia microbiana € um fendmeno biolégico natural, mas
torna-se um problema importante de saude publica devido & ma e negligente utilizagdo dos
antibidticos [9]. Em 1887, os cientistas descobriram a capacidade de adaptacdo dos
microrganismos e a sua resisténcia deveu-se, ndo apenas a modificagbes ambientais, mas
também a agentes anti-sépticos [10]. Paul Ehrlich foi o primeiro a descrever o
desenvolvimento da resisténcia de um protozodrio a terapéutica quimica no tratamento da
maléaria [10]. A resisténcia bacteriana emergiu pouco depois da introducdo dos antibidticos
nos anos 1930 e 1940 [11]. Em meados de 1940, 2 anos apenas apos a introdugcédo da
penicilina no mercado, os cientistas identificaram uma estirpe de Staphylococcus aureus
resistente a penicilina [9]. Ernst Chain foi o primeiro a descrever a penicilinase, uma enzima

produzida pelas bactérias para destruir a penicilina [10]. A resisténcia a vancomicina surgiu

_____________________________________________________}
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em 1987 nas enfermarias hospitalares e disseminou-se rapidamente nos 4-6 anos
seguintes. Mais casos se sucederam, dando origem a um grave problema de salde publica,
com implicac6es econdmicas, sociais e politicas, que atravessaram todas as fronteiras [9].
Actualmente, o fendmeno da resisténcia microbiana pode ser demonstrado em todas as
classes de antibitticos disponiveis [11].
O aparecimento de resisténcias pode ser devido a factores como:
e Mau diagnéstico da doenga infecciosa; “paradigma da pobreza” — menor
acessibilidade aos farmacos e sub-dosagem;
o Farmacos falsificados (em paises em vias de desenvolvimento);
» Utilizacdo de antibiéticos de largo espectro em detrimento de antibidticos de espectro
mais estreito que tratam doencas especificas;
o Pressbes dos doentes (por vezes influenciados pela publicidade);
o Falta de programas educativos e de informacédo adequada;
o Utilizacdo inadequada dos antibiéticos em ambiente hospitalar;
« Presenca de antibiéticos em alimentos;
o E “globalizagdo” — viagens internacionais e trocas comerciais (um microrganismo
resistente pode cruzar o planeta em 24 horas).
Se os antibiéticos continuarem a ser utilizados indiscriminadamente, muitos peritos receiam
a denominada “era pds-antibidtica” em que os antibidticos se tornam ineficazes no
tratamento de infeccdes causadas por bactérias resistentes [10].
Como principais consequéncias da resisténcia microbiana destacam-se [9]:

e Mortalidade — maior incidéncia de infeccdes resistentes mais vezes fatais;

e Morbilidade — maior incidéncia de doengas prolongadas e maior probabilidade de
microrganismos resistentes se propagarem a outras pessoas;
e Custos — maiores encargos financeiros com o tratamento, uma vez que se utilizam
farmacos novos e mais caros;
Para minorar os riscos associados ao consumo de antibioticos em alimentos de producgéo
animal, a utilizacdo de drogas antimicrobianas € hoje devidamente regulada. Porém, a
verificagcdo do cumprimento dos parametros legislados para este fim requer métodos
analiticos de elevado custo. A nivel nacional, os antimicrobianos mais relevantes utilizados
em aquacultura com maior relevancia sao as tetraciclinas, as quinolonas, as sulfonamidas, o
verde de malaquite, os nitrofuranos e o cloranfenicol. Os trés primeiros sédo de utilizagéo

restrita e os trés ultimos séo proibidos no sector

1.2.6.1. SULFONAMIDAS
As sulfonamidas sd&o um grupo de antibidticos sintéticos que desempenham um papel

importante na medicina veterinaria, tendo sido amplamente utilizados na alimentagdo

. JEuy



INTRODUGAO
Desenvolvimento de um sensor 6ptico para determinacdo de Norfloxacina

animal. No entanto, quando o periodo apds o tratamento € demasiado curto para permitir a
depuracdo podem surgir residuos nos produtos alimentares. Isto representa um risco na
saude humana, devido ao seu potencial cancerigeno e possivel papel no desenvolvimento

da resisténcia aos antibidticos [10, 11].

1.2.6.2. CLORANFENICOL

O Cloranfenicol (CAP), Figura 2, é um antimicrobiano que promove a inibicdo da sintese
proteica bacteriana. Este composto possui no entanto, efeitos colaterais prejudiciais sobre
0s seres humanos, nomeadamente a anemia aplasica ou sindrome-cinzento. Devido a estas
guestdes foi proibida a utilizacdo de CAP em animais produtores de alimentos na UE desde
1994. Além disso, a UE definiu um limite maximo de (LMR) para o CAP em alimentos de
origem animal igual a 0,3 g kg™. Mesmo assim, devido ao seu amplo espectro de actividade,
a sua elevada disponibilidade e ao seu baixo custo, o uso de CAP continua atractivo em

certos paises. [14,15].
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Figura 2 - CAP e seus analogos: CAP diacetato (CAP-DA) e tianfenicol (TAP) [14].

1.2.6.3. TETRACICLINAS

A tetraciclina (TC) e seus analogos, como a doxiciclina (DC), a clortetraciclina (CTC) e a
oxitetraciclina (OTC), sao antibidticos utilizados comummente em medicina veterinaria
(Figura 3). No entanto, levantaram-se algumas guestfes relativamente ao impacto sobre a
saude publica desses antibidticos no ambiente aquatico [16-18]. Estas preocupacdes
decorrem da existéncia de indicios do aumento da resisténcia bacteriana nas aguas

residuais provenientes de hospitais e da industria farmacéutica [19-20].
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Figura 3- Tetraciclina e seus analogos: TC (tetraciclina), CTC (clortetraciclina), OTC (oxitetraciclina),
DC (doxitetraciclina), ETC (epiclortetraciclina)e ATC (anidrotetraciclina).

1.2.6.4. COMPOSTOS NITROSOS

Os nitro-compostos s&o normalmente utilizados no tratamento de infec¢des provocadas por
bactérias anaerdbias e protozodrios. Os nitrofuranos tém sido amplamente utilizados, na
forma de aditivos, para o tratamento de infec¢des gastrointestinais causadas por Escherichia
coli e Salmonella em bovinos, suinos e aves, entre outros. [21]. A UE proibiu no entanto, a
administracdo desses compostos em animais produtores de alimentos [22,23] com o
objectivo de evitar efeitos prejudiciais na sadde humana, decorrentes dos seus efeitos
téxicos, mutagénicos, cancerigenos e da formacdo de metabolitos com toxicidade potencial
em tecidos animais [24]. Mesmo assim, foram encontrados recentemente residuos de
nitrofuranos em aves, crustaceos e moluscos importados pela UE.

Este registo acontece porque estes antibioticos sao utilizados ainda em varios paises, com
niveis de tolerancia méaxima variando de 1 entre 5 mg kg * [25]. Um aspecto analitico
importante é que estes antibiéticos formam rapidamente proteinas vinculadas (metabolitos).
Por exemplo, a nitrofurantoina (NFA), (Figura 4), e a nitrofurazona (NFZ) formam 1-
aminohidantoin a (AHD) a e semicarbazida (MEV), respectivamente. Estas proteinas ligadas

(metabolitos) ndo séo facilmente degradadas e sdo estaveis ao cozimento e ao microondas.

“fﬁ\,}JNEH\J_J\iH W/Q\jnxﬁ)l\mm
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Figura 4- Estrutura quimica da nitrofurantoina (NFA) e da nitrofurazona (NFZ2).
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1.2.6.5. FLUORQUINOLONAS

Os fluorquinolonas (FQs) sdo derivados piperazinil das (Figura 5) quinolonas e séo
utilizadas actualmente na medicina humana e veterinaria, como agentes antibacterianos
contra varias doencas [26-28]. Elas sdo consideradas quinolonas de segunda geragdo com
maior eficacia. Ambas apresentam a mesma estrutura, baseada em dois anéis, Figura 5,
onde o grupo carboxilico e o cetona sdo responsaveis pela actividade antibacteriana por
inibicdo da DNAgirase, enquanto os substituintes nas posicbes 1 e 7 influenciam a sua
eficacia [29].

O uso de FQs em vez de quinolonas tem aumentado nos ultimos anos, incluindo-se aqui a
Norfloxacina (NOR). Os beneficios da utilizac@o destes antibiéticos na medicina s&o 6bvios,
mas 0s abusos observados nos Ultimos anos levaram a acumulacdo de residuos em
diferentes compartimentos ambientais, aumentando assim o0 risco de crescimento e
promocgdo de bactérias resistentes a estes antibidticos [30-32]. Os seus residuos sao
potencialmente persistentes [31], podendo ser encontrados em peixe [32,33] pelo que a sua

utilizacado deve ser sujeito a um rigoroso controlo analitico rigoroso, por meio de técnicas

apropriadas.
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Figura 5- Estrutura molecular de fluorquinolonas e quinolonas: ciprofloxacina (CP), enofloxacina
(ENO), NOR, enrofloxacina (ENR). [34].
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1.3.  METODOS DE ANALISE DE ANTIBIOTICOS EM AQUACULTURA

Muitas técnicas de andlise tém sido descritas para a determinagdo de antibibticos em
diferentes matrizes e a diferentes niveis de concentragdo. E possivel referenciar varios

métodos que recorrem as técnicas electro-analiticas, Opticas, separativas e microbiolégicas.

1.3.1. METODOS SEPARATIVOS

Os métodos instrumentais separativos sao 0s que pressupdem uma separacdo dos
constituintes de interesse na amostra, antes de se efectuar a medida analitica propriamente
dita. As técnicas utilizadas neste dominio sdo a cromatografia e a electroforese.

A cromatografia é essencialmente um método fisico de separagdo em que os componentes
a separar sao distribuidos entre duas fases, uma estacionaria e outra mével. Tal como o
proprio nome indica, a fase estaciondria € aquela que se encontra fixa, ancorada numa
coluna, e a fase moével é a que se movimenta, contactando intimamente com a fase
estacionaria ao longo da trajectéria desse movimento. A separa¢cdo ocorre em resultado de
processos repetidos de adsorcdo e dessorcao durante 0 movimento dos componentes da
amostra, ao longo da fase estacionaria, sendo devida a diferenca de constantes de
distribuicdo de cada um dos componentes da amostra.

Os detectores de espectrofotometria de massa baseiam-se, de uma forma simples, na razéo
massa/carga (m/z) dos atomos ou moléculas ionizadas, aluidos através do sistema
cromatografico. Normalmente, esta operacdo compreende trés fases: a criacdo de uma fase
gasosa ibnica; a separacdo dos idbes no espaco e no tempo, baseada na razdo massa
/carga; e finalmente a medicdo da quantidade de ibes em cada uma das razoes.

Os métodos cromatograficos sdo morosos (envolvendo periodos de tempo longos no
tratamento das amostras e no tracado da curva de calibracdo), dispendiosos (devido a
pureza elevada dos reagentes utilizados e ao elevado custo do equipamento e da
manutencdo associada), e toxicos para o meio ambiente (as fases moveis séo geralmente
solventes organicos).

A electroforese capilar (EC) é uma técnica que consiste no transporte de particulas
carregadas, por aplicagdo de um campo eléctrico, e que utiliza tubos capilares para obter
uma alta eficiéncia de separacéo, quer de moléculas grandes, quer de moléculas pequenas.
Estas separagfes sao facilitadas por altas voltagens, as quais geram fluxos electro-
osmoticos e electroforéticos de solugdes tampdo e de espécies idnicas, respectivamente,
dentro do capilar. A configuracdo instrumental basica para a EC é relativamente simples.
Tudo o que é preciso é um capilar de silica fundida com uma janela éptica, uma fonte de

energia de alta voltagem controlavel, desde -25 kV [35-37] a 30 kV [49], dois eléctrodos, dois

¥
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reservatorios para tampdes e um detector. As extremidades do capilar sdo colocadas nos
reservatorios de tampao e a janela éptica é alinhada com o detector (UV) a 254 nm [36-38].
Para o doseamento de NOR é possivel encontrar métodos cromatograficos [38,39],
baseados em fendbmenos de separacdo. Estes métodos sao simples, rapidos e sensiveis na
determinacdo simultdnea de varias FQs. Nao se encontram referenciados na literatura
métodos electroforéticos para determinacdo de NOR em aguas ambientais.

Genericamente, os métodos baseados em técnicas separativas fornecem resultados
analiticos de boa precisao e exactiddao. Numa perspectiva da sua aplicacdo ao controlo de
rotina, é importante referir a necessidade de estabelecer alguns procedimentos, que podem
ser complexos, antes de se proceder a introducdo das solucdes a ensaiar no sistema
separativo. Sao exemplos a desgasificacdo, a filtracdo e os longos periodos de
condicionamento da coluna de separacdo. O equipamento envolvido €, também,
dispendioso e requer, de uma forma geral, pessoal especializado para o seu funcionamento.
Neste sentido, a implementacdo destas metodologias em controlo analitico de rotina podera
ndo ser a mais adequada, pela impossibilidade de realizacdo de analises expeditas. Em

alternativa, encontram-se também os métodos electroanaliticos na literatura.

1.3.2. METODOS ELECTROANALITICOS

Nos métodos electroanaliticos, a informacdo sobre a solucdo em estudo é obtida pela
medida de uma propriedade de natureza eléctrica. Estes métodos apresentam algumas
vantagens relativamente a outros métodos instrumentais. As medidas sdo, na sua maioria,
selectivas para um determinado elemento e o equipamento requerido é pouco dispendioso.
Para além disso, estes métodos permitem obter informacdo quantitativa para quantidades
de analito, muitas vezes, vestigiais. Podem, também, fornecer informacdo sobre
estequiometria e constantes de equilibrio, processos de transferéncia de massa, velocidade
e reversibilidade de reaccdes, etc. Sdo diversas as estratégias instrumentais no campo
electroanalitico, dando origem a multiplas técnicas, como a potenciometria, a voltametria, a
polarografia, etc. Apesar desta diversidade ndo se encontram métodos analiticos desta

natureza para a determinacdo de NOR em alimentos ou amostras ambientais.

1.3.3. METtopos OpPTICOS

Todos o0s métodos Opticos envolvem uma interaccdo da matéria com a radiacdo
electromagnética. Parte da radiacdo electromagnética pode ser absorvida e parte da
radiacdo pode se dispersa ou reemitida, com ou sem variagcdo do comprimento de onda.

Também podem ocorrer variagdes nas propriedades da radiagdo absorvida, tal como uma

N
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mudanca de direc¢cdo num estado de polarizacdo. Os fendmenos Opticos existentes incluem
a absorcéo, emissao, difraccdo, dispersao, reflexdo e polarizagdo, em toda a gama do
espectro electromagnético, desde o raio X até ao microondas.

A base generalizada da analise espectrofotométrica de absorcdo é a medida da fraccao de
radiacdo que é absorvida ao longo de uma gama alargada de espectro electromagnético.
Muitos sistemas quimicos podem ser excitados pela radiacdo electromagnética e reemitir ao
mesmo tempo a outro comprimento de onda. Estes sistemas denominam-se por
fotoluminescentes, dentro dos quais se poderdo distinguir os fluorescentes e o0s
fosforescentes. Estes dois tipos de fotoluminescéncia sdo produzidos por mecanismos
diferentes, cessando na fluorescéncia a emissdo logo apés a interrupcao da incidéncia da
radiacdo, ao contrario da fosforescéncia em que aquela perdura durante um curto intervalo
de tempo, depois de a radiacdo incidente ter sido interrompida. A radiacdo emitida pode
situar-se na zona do visivel, ultravioleta, ou noutras gamas mais energéticas do espectro,
como a do raio X [40-42].

A intensidade de radiacdo fluorescente permite determinar quantitativamente vestigios de
muitas espécies organicas e inorganicas, tendo o método limites de deteccdo muito baixos,
geralmente na ordem dos ppb (parte por bilido). Contudo, esta técnica ndo € tdo aplicada
como os métodos de absorcdo porgue s6 um namero minimo de sistemas emite radiacdes
fluorescentes. A fosforescéncia é ainda menos utilizada sob o ponto de vista analitico, por
motivos semelhantes. As principais vantagens sdo a simplicidade, rapidez e a
adequabilidade para a deteccdo de quinolonas em concentracbes abaixo dos (LMR),
estabelecidos. Para fendmenos de absorcdo ndo se encontram referenciados métodos na

literatura.

1.3.3.1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Os métodos espectroscopios tém como base a absorcdo e/ou emissdo de radiagcdo
electromagnética (Figura 6) por muitas moléculas, quando o0s seus electrbes se
movimentam entre niveis energéticos. A espectrofotometria consiste na absor¢cdo da

radiacdo nos comprimentos de onda entre o ultravioleta e o infravermelho [51].
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RAIOS  RAIOS INFRA- | MICRO- ENERGIA
COSMICOS GAMA RAIOSX l ONDAS v RADIO ELETRICA

ULTRAVIOLETA ESPECTRO VISIVEL INFRAVERMELHO

Figura 6 — Uma seccao do espectro de energia electromagnética que mostra a escala de
comprimento de onda correspondendo ao espectro visivel [62].

A espectrofotometria visivel e ultravioleta € um dos métodos analiticos mais usados nas
determinacBes analiticas em diversas areas. E aplicada para determinacdes de compostos
organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificagdo do principio activo de
farmacos [50].

A espectroscopia de absorcdo molecular é valiosa para a identificacdo dos grupos
funcionais na molécula. Mais importante, entretanto, séo as aplicacdes da espectroscopia de
absorcdo visivel / ultravioleta para a determinacdo quantitativa de compostos contendo
grupos absorventes [50].

Um espectrofotometro € um aparelho que faz passar um feixe de luz monocromatica através
de uma solucdo e mede a quantidade de luz que foi absorvida por essa solucédo. O aparelho
separa a luz em feixes com diferentes comprimentos de onda (tal como acontece no arco-
iris com a separacéo das cores da luz branca) através de um prisma. Pode-se assim fazer
passar através da amostra um feixe de luz monocromatica (de um Unico comprimento de
onda, ou quase). O espectrofotometro permite-nos saber que quantidade de luz é absorvida
a cada comprimento de onda. A absorgdo da luz é tanto maior quanto mais concentrada for
a solucdo por ela atravessada. [51].

Relativamente as cuvetes, para espectrofotometro mais simples (econémicos) usam cuvetes
com a forma cilindrica, os mais sofisticados usam cuvetes rectangulares, geralmente com
uma largura de 1 cm. Para espectroscopia apenas no visivel, simples cuvetes de vidro
podem ser usadas, porém a espectroscopia no ultravioleta requer cuvetes especiais feitas
de um material que (ao contrario do vidro) ndo absorva luz UV, como o quartzo.

N&o se encontraram referéncias bibliogréficas, referente a determinagéo espectrofotométrica

da NOR em &guas ambientais.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Quartzo
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14. SISTEMAS SENSORES

Um sensor quimico pode ser definido como um dispositivo que proporciona informacao
continua sobre o seu ambiente. Idealmente, um sensor quimico fornece um certo tipo de
resposta, directamente relacionado com a quantidade de espécies quimicas especificas.
Todos os sensores quimicos consistem num codificador, que transforma a resposta num
sinal, registado num determinado equipamento, e apresentam uma camada quimicamente
selectiva que isola a resposta do analito do ambiente imediato. Os sensores podem ser
classificados de acordo com a natureza da propriedade a ser determinada como eléctricos,

Opticos, de massa e térmicos.

1.4.1. SENSORES OPTICOS

A fase sensora de um sensor Gptico, ou optode, constitui o seu elemento primordial. Este é
formado por um reagente imobilizado, que possui caracteristicas adequadas para uma dada
aplicacao [52]. O reagente deve estar acessivel para interagir com o analito, de forma a
favorecer uma resposta rapida, sem sofrer lixiviacdo. Este aspecto € fundamental no
desenvolvimento de sensores 6pticos, encontrando-se referenciadas na literatura diferentes
estratégias de imobilizacdo baseadas em membranas poliméricas [53], sol-gel [54],
polimeros de impressdo molecular [55], entre outros.

As vantagens dos sensores Opticos [56-58] estédo relacionadas com suas as propriedades
inerentes, como o facto de ndo necessitarem de um sinal de referéncia, ndo sofrerem
interferéncias eléctricas ou electromagnéticas; serem seguros para uma monitorizacdo in
locus; permitirem a transmissdo de sinais 6pticos a grandes distancias; facultarem a
deteccdo em ambientes perigosos, téxicos, radioactivos ou em locais de dificil acesso. Além
disso, estas unidades de deteccdo s&o facilmente miniaturizaveis, o que constitui uma
vantagem em termos de concepgédo de dispositivos portateis para andlise in vivo e também
guando se disp8e de volume reduzido de amostra. Adicionalmente, podem responder a mais
de um analito simultaneamente, usando varios reagentes imobilizados, com resposta em
diferentes comprimentos de onda [59].

Relativamente as desvantagens dos sensores Opticos, estes sofrem interferéncia da
radiacdo ambiente, o que obriga muitas vezes a modelacéo do sinal; os reagentes utilizados
podem ser susceptiveis a fotodecomposicéo e lixiviacao, prejudicando o tempo de vida do
sensor [60], o numero de reacgdes reversiveis € limitado, necessitando de regenerar o sinal
de referéncia a cada medida; e apresentam geralmente um intervalo de resposta limitado.
Apesar dessas limitacdes, 0s sensores Opticos configuram-se como uma alternativa
promissora aos procedimentos convencionais e tém sido largamente aplicados em

diferentes areas [61].

.y
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1.4.1.1. CONCEITO DE COR E SUA MEDICAO

Na nossa sociedade actual, profundamente baseada em cores, a qualificacdo e a
guantificacdo da cor sdo fundamentais. Sdo exemplos desta necessidade a producdo de
pecas de vestuario, de tintas, de corantes, etc. A reproducdo de uma dada cor ndo é facil,
iniciando-se esta ardua tarefa pela caracterizacdo da imagem corada. Naturalmente, o
primeiro problema prende-se com a propria imagem, sujeita a uma variabilidade extrema, de

acordo com o observador ou com o equipamento de aquisigao...

1.4.1.2. SISTEMA VISUAL HUMANO

A cor é formada no sistema visual humano a partir de impulsos eléctricos gerados por
sensores sensiveis a luz, existentes nos olhos. Estes sensores podem emitir diferentes
impulsos eléctricos ao cérebro variando de acordo com o comprimento de onda de cada cor
primaria. O cérebro recebe e processa esses sinais resultando na sensacdo da visao das
cores [62].

As cores que o sistema visual humano consegue observar sdo provenientes de
combinac@es de cores primarias. Na realidade, o cérebro divide as cores de acordo com as

regides indicadas na Figura 7.

400 nm 500 nm 600 nm 480 nm 540 nm 570 nm 600 nm

Figura 7 — Espectro visivel [62].

O cristalino absorve aproximadamente 8% da luz incidente. As luzes infravermelha e
ultravioleta sdo ambas intensamente absorvidas por proteinas na estrutura do cristalino,
prevenindo o dano das estruturas oculares [63]. A luz passa da cOrnea até ao cristalino
através de uma abertura chamada pupila. Esta abertura encolhe ou dilata de acordo com a

intensidade da luz através da ac¢éo da iris, conforme a Figura 8 [62].
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Figura 8 — Diagrama simplificado de uma secc¢éo do olho humano [64].

Sobre toda a porcao posterior do olho encontra-se uma membrana denominada retina, que
recebe a imagem de um objecto observado, incorporando a radiacdo reflectida por esse
mesmo objecto. A retina possui, para este efeito, receptores de luz sobre a sua superficie.
Os fotoreceptores e as terminacdes nervosas sensiveis a luz estdo localizados sobre a
superficie da retina. Estas células sdo denominadas cone e bastonete. O nimero de cones
em cada olho varia entre 6 a 7 milhdes. Eles sdo posicionados principalmente na regido
central da retina, chamada févea, sendo altamente sensiveis a cores. Os musculos que
controlam o olho fazem rotag¢do do globo ocular até que a imagem do objecto de interesse
caia sobre a fovea. Os bastonetes sdo encontrados numa por¢cdo maior em relacdo aos
cones e sao distribuidos sobre a superficie da retina. Os bastonetes sdo muito Uteis para
detectar movimento e para visualizacdo com baixo nivel de luminosidade e ao contrario dos

cones, que nao estdo envolvidos com a visdo colorida [62].

1.4.1.3. CORES PRIMARIAS E SECUNDARIAS

Todas as cores que o0 ser humano consegue visualizar podem ser geradas por combinagtes
variaveis das 3 cores primarias: vermelho, (R, do inglés red), verde (G, do inglés green) e de
azul (B, do inglés blue). A Comisséo Internacional sobre lluminacdo (CIE, Comission
Internationale del’Eclairage) padronizou que os comprimentos de onda maximos das cores
primarias sao: azul de 435,8 nm; verde de 546,1 nm e vermelho 700 nm.

As cores secundérias da luz podem ser produzidas a partir da adicdo das cores primarias,
sendo estas: magenta (vermelho e azul), ciano (verde e azul) e amarelo (vermelho e verde).
Tal como se pode observar na Figura 9, a mistura das 3 cores primarias, ou de uma
secundaria com a sua cor primaria oposta, em intensidade correcta produz a luz branca.

Pelo contrario, a mistura das cores secundarias com o seu primario oposto produz o preto.

L ____________________________________________________________________JE
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(A)

Magenta l

Magenta

Figura 9 — Cores primarias (A) e secundarias (B) [63].

1.4.1.4. ESPAGO DE COR

Um espaco de cor (ou gamut) € um modelo matematico usado para descrever cada cor a
partir de férmulas. O resultado deste tratamento gera uma representacdo geomeétrica,
tridimensional, onde as cores podem ser visualizadas utilizando um determinado modelo de
cor. Conforme se pode verificar na Figura 10A, os espacos de cor gerados séo diferentes.
Os mais conhecidos os RGB, o CMYK, o HSB, o0 HSL e o CIE-Lab. Alguns modelos
conseguem representar mais cores do que outros [65].

As coordenadas dos varios modelos estabelecidos para a cor sdo, em muitos casos,
comuns. O brilho (semelhante a luminosidade) é a quantidade de luz e pode ser detectado
por variacbes na sua intensidade. A tonalidade é a cor propriamente dita, constituindo o
préprio nome da cor, ou seja, vermelho, verde, azul, etc. A saturacdo corresponde ao grau

de intensidade ou croma, e relaciona-se com a pureza ou a opacidade da cor.

1.4.1.5. MODELOS DE CORES

Os modelos de cor fornecem métodos que permitem especificar uma determinada cor. Por
outro lado, quando se utiliza um sistema de coordenadas para determinar 0os componentes
do modelo de cor, esta-se a criar o seu espaco de cor. Neste espago cada ponto representa
uma cor diferente. O modelo utilizado para descrever as cores emitidas ou projectadas é
considerado aditivo e para as cores impressas é considerado subtractivo.

Num modelo aditivo a auséncia de luz ou de cor corresponde a cor preta, enquanto a
mistura dos comprimentos de onda ou das cores vermelha (Red), verde (Green) e azul
(Blue) indicam a presenca da luz ou a cor branca (Figura 9A). O modelo aditivo explica a
mistura dos comprimentos de onda de qualquer luz emitida.

Num modelo subtractivo, ao contrario do modelo aditivo, a mistura de cores cria uma cor
mais escura, porque sdo absorvidos mais comprimentos de onda, subtraindo-os a luz. A

auséncia de cor corresponde ao branco e significa que nenhum comprimento de onda é

ey
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absorvido, mas sim todos reflectidos (Figura 9B). O modelo subtractivo explica a mistura de
pinturas e tintas para criarem cores que absorvem alguns comprimentos de onda da luz e
reflectem outros. Assim, a cor de um objecto corresponde a luz reflectida por ele e que os
olhos recebem.

Os modelos de cores RGB e CMYK sdo essenciais a computacado grafica e a impressao,
porém cada dispositivo gera a sua cor conforme as suas caracteristicas fisicas e quimicas.
Na necessidade de criar modelos de cores com espaco de cor independente do dispositivo,
o comité da CIE criou o modelo de cores HSB — (hue, saturation and brightness ou matiz,
saturacdo e brilho) e HSL (hue, saturation, and lightness ou matiz, saturacdo e
luminosidade). Estes modelos sédo semelhantes e tém como aplicacdes definir as cores nos
programas graficos de computadores para que combinem com a percepcao das cores pelo
sistema visual humano, utilizando os trés eixos indicados na Figura 11 para definir a cor
[67]. A diferenca entre ambos é que o brilho de qualquer tonalidade pura é igual ao brilho do
branco puro (HSB), enquanto a luminosidade de qualquer cor pura equivale a luminosidade

de um cinzento médio (HSL).

» MODELO RGB
O espaco RGB é um modelo € um modelo aditivo, que descreve as cores como uma
combinacéo das trés cores primarias: vermelho, verde e azul (Figura 10B) [65]. A mistura
aditiva da-se quando se obtém uma cor proveniente da soma das luzes coloridas emitidas
por duas ou mais fontes. As aplicacfes deste modelo estdo associados a emissao de luz por

equipamentos como monitores de computador e ecras de televisao

Espaco de cor CIELab

Espaco de cor RGB

Espaco de cor CMYK

(A)

(B)

Figura 10 — Representacéo do Espaco de Cor [66].
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» MoODELO CMY(K)

O Modelo CMY é um modelo subtractivo, porque as cores sdo criadas para reducdo de
outras a luz que incide na superficie de um objecto. Ele descreve as cores como uma
combinacdo das trés cores primarias designadas por C (cyan — ciano), M (magenta), Y
(yellow — amarelo). O modelo CMYK é constituido a partir deste acrescentado a cor K
(preto). A cor preta foi adicionada ao modelo por ser mais facil a sua obtencdo quando
impressa em papel do que recorrendo & mistura de cores.

O modelo CMYK é utilizado na impressao em papel e usa as cores do modelo CMY e a tinta
preta (K) para realgcar melhor os tons de preto e cinza. Este modelo utiliza-se em

impressoras, fotocopiadoras, pintura e fotografia.

» MODELO HSB
O espaco HSB (Figura 11) baseia-se na percep¢do humana das cores e ndo nos valores do
espaco de cor dependente do dispositivo. O olho humano vé cores como componentes de
matiz, saturacao e brilho. O matiz baseia-se ho comprimento de onda de luz reflectida de um
objecto, ou transmitida por ele. A saturacdo, também chamada de croma, € a quantidade de
cinza numa cor. Quanto mais alta a saturacdo, mais baixo € o conteddo e mais intensa é a

cor. O brilho € uma medida de intensidade de luz numa cor [68].
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Figura 11 — Tonalidade, Luminosidade e Saturagédo [67].

» MODELO XYZ
O sistema XYZ de cores primarias da CIE descreve as cores atraves de trés cores primarias
virtuais X, Y e Z (Figura 12). Esse sistema foi criado devido a inexisténcia de um conjunto
finito de cores priméarias que produza todas as cores visiveis. Nesse sistema, as cores C;

podem ser expressas pela seguinte equagéao:

.y
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C=2X +yY +227 (1)

Em que X, Y e Z especificam as quantidades das cores primérias padrdo necessarias para
descrever uma cor espectral. A normalizacdo dessa quantidade em relacdo a luminancia
(X+Y+2Z) possibilita a caracterizacdo de qualquer cor. As cores desse sistema podem ser
expressas como combinacdes das quantidades normalizadas abaixo:

X Y Z

A = 2 = —_— 2
Y X+Y+ 272 X+Y+ 7 @

"TXyv iz
com x +y + z =1. Assim, qualquer cor pode ser definida apenas pelas quantidades de x e y
gue, por dependerem apenas da matiz e da saturacdo, sdo chamadas de coordenadas de
cromaticidade. A descricdo completa de uma cor é dada pelas coordenadas de
cromaticidade e pelo valor de um dos 3 estimulos originais, normalmente do Y, é o que
contém a informacao de luminancia. Essa descricao possibilita a obtencéo das quantidades
de Xe Zcomaequacgdo 3,ondez=1-x-Y.

x=2y z=Zy (3)
Y Yy

O sistema XYZ é formado por cores imaginarias que sao definidas matematicamente [69].

Figura 12— Espaco de cor YXZ.

» MoDELO CIELAB
O modelo de cor CIELab permite a especificacdo de percepg¢des de cores em termos de um
espaco tridimensional, variando todas as componentes entre 0 e 100. A componente axial L
€ conhecida como luminosidade e estende-se de preto (0) a branco (+100). As outras duas
coordenadas a* e b* estendem-se de -100 a +100, variando do verde ao vermelho e do azul
ao amarelo, respectivamente. O espaco de cores CIE 1976 (L*a*b*) proporciona uma

representacéo tridimensional para a percepgdo do estimulo de cores (Figura 13). Conforme

ey
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aumenta a distancia entre os dois pontos no espaco é razoavel assumir que a diferenca de
cor percebida entre os estimulos representa aumentos correspondentes [67]. Uma medida
da diferenca na cor entre dois estimulos é, portanto, proporcional a distancia Euclidiana
entre dois pontos no espaco tridimensional [70].

+L

+b +a

Figura 13 — Espagcos de cor CIELab [68].

O modelo CIELab é percebido mais linearmente que outros espacos de cores, onde linear
significa que a troca da mesma quantia num valor de cor pode produzir sobre a mesma

importancia visual.

7

Considerando 0s pressupostos anteriores, a avaliagdo da cor é complexa e pode ser
efectuada com base em varios modelos. O controlo de cor € parte integral em diversas
profissbes e, dependendo da aplicacdo desejada, é possivel escolher um espaco de cor
apropriado. Uma forma simples de monitorizar a cor nos sensores 6pticos pressupbe a
utilizacdo do sistema rapido, barato e simples, disponivel em todos os laboratérios de
andlise, tais como os espagos RGB (ou o similar HSL) associados aos programas do
Windows. Para este efeito torna-se necessario fotografar os resultados obtidos e adquirir as

coordenadas da cor num qualquer software de manipulacéo de imagem.
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\ 2. DESCRICAO EXPERIMENTAL

~

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Genericamente, o trabalho desenvolvido teve inicio na optimizacdo dos parametros
operacionais necessarios para o desenvolvimento posterior de um sensor éptico selectivo a
NOR. Ao longo deste capitulo sdo referidas as metodologias envolvidas na optimizacao, na

avaliacdo e na aplicacdo dos sensores desenvolvidos.

2.2 MATERIAL E APARELHOS UTILIZADOS

Todas as solugdes foram preparadas em balBes volumétricos de classe A, com capacidades
de 50,00 a 1000,00 mL. Para as medi¢Bes de volumes rigorosos iguais ou superiores a 5,00
mL foram usadas pipetas volumétricas de vidro, classe A. Para volumes inferiores recorreu-
se a pipetas automaticas Gilson®, modelos P100, P1000 e P5000, de volume regulavel. As
pesagens foram realizadas nas balancas seguintes: Kern 770, com precisdo igual a
0,00001g e Kern EW 220-3NM de preciséo 0,0001g.

Sempre que era necessario promover a dissolucdo de substancias solidas, numa tentativa
de reduzir o tempo envolvido nesse processo, foi usado um banho de ultra-sons
termostatizado, da marca Fungilab, S.A, ultrasonic cleaner.

A leitura das absorvancias foi efectuada no espectrofotometro Evolution 300 BB UV-Visible.
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A medicdo do pH para a preparagdo das solucdes tampdao foi realizada no pH Meter GLP
22, Crison®. Para a preparacdo das membranas de PVC usaram-se agitadores magnéticos
correntes de laboratério e uma placa de aquecimento com agitacdo, Agimatic-N. As
membranas sensoras foram depositadas em placas policarbonato com 8 pocos de

capacidade de 200 pL)

2.3 REAGENTES

A agua utilizada para a preparacao das solucdes aquosas foi ultra-pura, com uma
condutividade igual ou inferior a 0,054 pS cm™ a 25°C. Os reagentes utilizados foram todos
de qualidade p.a., sem terem sido sujeitos a qualquer purificacdo adicional.

As solugBes aquosas mais concentradas foram preparadas por pesagem rigorosa dos
sélidos correspondentes e posterior dissolucdo e diluicdo num solvente apropriado. A NOR,
o bis(2-etilhexil)sebacato (BES), 2-nitrofeniloctil éter (ONFOE), di-n-octilftalato (DOF),
dibutilftalato (DBF), bis(etilhexil)ftalato (BEF) e o fenilglicileter (FGE), o PVC de alto peso
molecular e o cloreto de manganés foram produzidos pela Fluka; o tetrahidrofurano (THF)
pela Panreac, o cloreto de Fe (lll) hexahidratado, o aluminon e o cloreto de cobre bi-
hidratado foram produzidos pela Merck; e o nitrato de aluminio hidratado, o nitrato de
chumbo (II), o molibdato de aménio tetrahidratado, o nitrato de niquel hexahidratado, o
nitrato de cobalto hexahidratado, o cloreto de estanho (IV), o Vanadium (V), a tetraciclina, a
sulfadiazina, a clorpromazina, a enrofloxacina, o trimetoprim e a oxitetraciclina foram

produzidos pela Sigma.

2.4 SELECCAO DA ESPECIE METALICA E EFEITO DO MEIO

A reaccdo colorimétrica foi estabelecida entre o antibiético NOR e diferentes espécies
metalicas, entre os quais: Fe (Ill), Al (II), Pb(ll), Aluminon, Mo(ll), Mn(ll), Ni(Il), Cu(ll), Co(ll),
Sn(ll) e V (V). Para este efeito, misturaram-se 2 mL de NOR 1x10°M com 1 mL de solucéo
da espécie metalica, com uma concentracdo igual a 1x10? M. As cores obtidas foram
registadas e comparadas.

O efeito do meio de formagéo do complexo foi estudado em termos de composicéo e de pH.
Para isso, a solugéo padrédo de NOR 1,00x10°° M foi preparada em H,SO, 0,05 M ou tamp&o
HEPES 1x102 M. As solugbes do metal, de concentragbes iguais a 1x102 M, foram
igualmente preparadas em H,SO, 0,05 M e em tamp&o HEPES 1x102 M. De seguida,
adicionou-se 1 mL de solucdo da espécie metalica preparada em H,SO,, a 2 mL de solugéo
de NOR preparada em H,SO,, fazendo-se o0 mesmo para a NOR e os catifes preparados

em tampéo HEPES. A escolha do catido que ofereceu melhores condi¢cdes de complexacgéo

ey
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com a NOR foi feita com base na intensidade e definicdo da cor formada. O catido escolhido
para este estudo foi o Fe(lll).

2.5 MONITORIZACAO DA COR

2.5.1 EM MEIO LIQUIDO

Numa fase inicial foram tracados espectros de absor¢do de todos os componentes do
sistema de reaccdo, preparados na mesma concentracdo (1x10° M) e usando o meio de
preparacdo das mesmas como branco. Foram preparadas para este efeito solugbes de
Fe(lll), solucbes de NOR e solucbes de Fe(lll) + NOR. O valor maximo de absorvancia
registado nos espectros de absor¢do do complexo antibiético/metal foi obtido a 440 nm,
tendo-se seleccionado este valor de comprimento de onda para leitura de absorvancia de
cada uma das solucdes ensaiadas.

Considerando que a solucdo de Fe(lll) apresentava uma coloragdo amarela, em resultado
da existéncia das espécies Fe(OH)** e Fe(OH),", esta absorvia também ao mesmo
comprimento de onda. Para minimizar este efeito, optou-se por avaliar a absorvancia de
uma solucdo equivalente mas que nao contivesse NOR. Os dois valores de absorvancia
obtidos com as solucdes de complexo e de Fe(lll) foram subtraidos, descontando-se assim

o efeito do proprio reagente no resultado final.

2.5.2 EM SUPERFICIE SOLIDA

Os resultados obtidos foram fotografados e manipulados pelo programa PAINT do Windows
utilizando-se as coordenadas Tonalidade, Saturacdo e Luminosidade (espaco HSL). Os
valores destas coordenadas foram sujeitos a tratamento matematico e representados
graficamente em fungdo da concentracdo de NOR. Os resultados obtidos apresentados

corresponderam sempre a média de, pelo menos, trés leituras em cada sensor.

2.6 ESTUDO DO EFEITO DO PH

O efeito do pH foi avaliado em solucdo tamp&o acetato 1x10° M, cujo pH foi ajustado para
valores compreendidos entre 2,4 e 6,1 unidades de pH por combinagdo adequada de
solucBes de acido acético/acetato 1,0x10° M. Este efeito foi estudado através do tracado de
curvas de calibragdo para cada condicdo de pH ensaiada (2,4; 3,3; 4,1; 5,0 e 6,1). Cada
calibracéo envolveu 10 solucdes padréo de Fe(lll), com concentragcbes compreendidas entre
1,1x10®° e 2,1x10™* M. Estas solucBes apresentavam uma concentracdo em NOR igual a
1,03x10™* M.
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2.7 ESTUDO DA PROPORGCAO MOLAR DO COMPLEXO

Para o valor de pH 3.0 foi avaliada a proporcdo molar do complexo Fe (ll)/NOR. A
concentracdo de NOR foi fixada a um valor de 1,02x10* M, fazendo-se variar a
concentracdo de Fe(lll) entre cerca de 2,5x10° M a 2,5x10™ M. As leituras de absorvancia
correspondentes a cada concentracdo obtida foram realizadas a um comprimento de onda
de 440 nm. A representacao grafica da absorvancia em funcéo da concentracdo de Fe(lll)
indicou dois segmentos lineares, cujo ponto de intercep¢do corresponde a concentracao de

Fe(lll) necessaria para consumir todo o antibidtico presente.

2.8 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO COMPLEXO

Para avaliar a estabilidade complexo corado foi monitorizada a absorvancia de varias
solucBes ao longo de 24 h, contendo uma concentracdo de NOR 1,03x10™ M, preparada em
tampdo acetato 1x10° M, pH 3, e uma gama de concentracdes de Fe(lll) a variar entre
3,33x10° M e 6,33x10* M. Os valores de absorvancia obtidos foram representados

graficamente.

2.9 EFEITO DA CONCENTRACAO DE FERRO

O estudo do efeito da concentracéo de ferro na intensidade da coloracéo obtida foi realizado
com base em curvas de calibracdo. Estas curvas foram baseadas em solu¢cdes tampéo
preparadas a pH 3,0 e para concentracdes de NOR compreendidas entre 2x10° M a 7x10™
M em NOR. Os valores de concentracdo de Fe(lll) escolhidos para cada curva de calibracdo
foram iguais a 1,2x102 M, 1,3x10° M e de 3,8x10“ M. Os valores de absorvancia de cada
solucéo foram obtidos a 440 nm.

O tracado grafico de cada curva de calibragdo foi realizado utilizando o programa de
computador, Microsoft Excel 2007. Os parametros das curvas de calibracéo avaliados foram
o declive o coeficiente de correlagéo e valor inferior de resposta linear. Esses parametros
foram calculados com base no tragado de, pelo menos, 2 curvas de calibracdo consecutivas

ou intercaladas.

2.10 EFEITO DE ESPECIES INTERFERENTES

Para a andlise de interferentes foi efectuada uma mistura reaccional, a pH 3,0, com 3,50
x10° M NOR, 1,08x10° M de Fe(lll) e concentracbes variaveis de possiveis espécies
interferentes. Os catibes escolhidos para este estudo foram o Ba(ll), Pb(Il), Hg(ll), Mn(ll),
Cu(ll), Zn(l1), Cd(ll) e Fe(ll). A leitura das absorvancias foi realizada a um comprimento de
onda de 440 nm.

__________________________________________________________________JEuN
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2.11 PROCEDIMENTO DE PREPARAGAO DO SENSOR

O sensor teve como base a incorporacéao do Ferro (Ill) numa membrana de PVC plastificada
com solvente mediador. Efectuou-se o estudo do efeito do solvente mediador e da
quantidade de Fe(lll) na cor do complexo formado na superficie da membrana. Os solventes
utilizados foram (o-nitrofeniloctil éter, di-n-octilftalato, dibutilftalato, bis(etilhexil)sebacato,
bis(etilhexil)ftalato.

2.12 OPTIMIZACAO DA COMPOSICAO DO SENSOR

2.12.1 SELECCAO DA QUANTIDADE DE FERRO

As membranas sensoras foram preparadas com 0.050 g de PVC, 0,10 g de solvente
mediador e 0,50 g; 1,00 g, 1,50 g ou 0,25 g de Fe (lll). A mistura foi agitada até o PVC se
encontrar dissolvido em cerca de 2 mL de THF. O sensor 6ptico foi obtido por deposicao de
50 pL de solucdo de membrana sensora na cavidade da placa de policarbonato e secagem
posterior, na hotte, para evaporacéo do THF.

A reaccao de complexacdao foi efectivada por deposicédo de 150 pL de uma solucédo de NOR,
com um pH 3,0 e com concentracfes varidveis de NOR, na membrana sensora depositada
na placa. A gama de concentracdes de NOR utilizada estava compreendida entre 1.0x10° M
e 1.0x10° M de NOR.

2.12.2 SELECCAO DO SOLVENTE MEDIADOR

Prepararam-se varias membranas de PVC. A quantidade de Fe(lll) utilizada foi de 0,5 g,
variando-se apenas o tipo de solvente mediador entre bis(etilhexil)sebacato, 2-nitrofeniloctil

éter, di-n-octilftalato, dibutilftalato, bis(etilhexil)ftalato e fenilglicileter.

2.12.3 SELECGAO DA QUANTIDADE DE SOLVENTE MEDIADOR

Utilizando apenas o solvente mediador seleccionado no ponto anterior, prepararam-se
varias membranas de PVC, de modo igual ao indicado nos pontos descritos anteriormente,
com base em quantidades variaveis de solvente mediador. As quantidades de solvente
mediador estudadas foram de 0,02 g, 0,030 g, 0,05 g; 0,10 g e de 0,15 g.

2.13 CARACTERIZACAO ANALITICA DO SENSOR SOLIDO
Utilizando a membrana sensora optimizada (0,508 g de Fe (lll), 0,053 g de PVC, 0,105 g de

BES e 2 mL de THF), tragcaram-se varias curvas de calibracdo. A leitura de cada

concentracao foi efectuada por deposicdo, numa membrana sensora, de 150 uL de solucéo

____________________________________________________________________J
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padrdo de NOR, de concentragdes iguais a 5,00x10° M, 5,00x10™“ M, 1,00x10° M, 2,00x10°
M, 4,00x10° M ou 2,00x102 M. Uma das membranas foi usada para a realizacdo de um
ensaio em branco (zero), tendo-se colocado apenas 0 meio de preparacdo da solucao
padréo.

O tracado da curva de calibracdo foi realizado em Microsoft Excel, 2007, apés tratamento
matematico das coordenadas de cor obtidas pelo sistema HSL. Os parametros das curvas
de calibragédo avaliados foram o declive, o coeficiente de correlacdo e o intervalo de
concentracdo correspondente a uma resposta linear. Esses parametros foram calculados

com base no tracado de, pelo menos, 2 curvas de calibracdo consecutivas ou intercaladas.

2.14 EFEITO DE OUTROS ANTIBIOTICOS

O efeito de outros antibiéticos na reposta da membrana sensora for avaliado com base na
adicao de aliquotas de 150 pL de diferentes antibiéticos (incluindo a NOR) na membrana de
PVC seleccionada. Os antibi6ticos foram a tetraciclina, a sulfadiazina, a cloropromazina, a
enrofloxacina, o trimetoprim e a oxitetraciclina de concentracbes de 1x10° M. Estes

antibioticos podem estar presentes em amostras do sector da aquacultura.

2.15 DESENVOLVIMENTO DE UM ARRAY

No sentido de obter uma resposta mais exacta, 0 modo de preparacdo das membranas
sensoras foi aplicado a outras espécies metalicas, para além do Fe(lll), tais como o
aluminon, Cu™ e Mn (ll). Estas espécies foram aquelas que, depois do Fe(lll) ofereceram
uma resposta mais intensa a presenca de NOR. Esta conjugacdo de metais nhuma mesma
placa permitiu desenvolver um array de sensores para a despistagem de NOR em aguas de
aquacultura.

Para este efeito, foram preparadas 4 membranas de PVC usando Fe(lll), ao aluminon, ao
Cu(ll) e ao Mn(ll) com uma quantidade igual & incorporada na membrana previamente
optimizada. Para cada catido foi efectuado o ensaio em branco que corresponde a
composi¢do da membrana sem sensor (catido).

Para tracar a curva de calibragdo de cada uma das membranas, foram testadas 6 solugcdes
padrdo de NOR, de concentracdes 1x10% M, 4x10° M, 2x10° M, 1x10° M, 5x10* M e de
5x10° M, e um branco, identificando-se para cada metal um gradiente de cores diferente.

Os resultados obtidos foram manipulados apés fotografia digital, pelo programa de cores

PAINT utilizando-se as coordenadas da Tonalidade, Saturacdo e Luminosidade.
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Os resultados das andlises apresentados corresponderam sempre a média de, pelo menos,
trés leituras em cada sensor. A precisdo dos resultados foi calculada por intermédio do
desvio padrao correspondente.

2.16 APLICACAO A ANALISE DE AGUAS

O array de sensores, preparados de acordo com o procedimento indicado no ponto 2.9.1, foi
aplicado a analise de amostras ambientais. A calibracdo correspondente foi simplificada,
testando-se trés soluc¢des padrdo e um branco em simultdneo com as amostras.

Foram adicionadas aliquotas de 150 pL de amostra de agua ambiental, de solugédo padrao
ou de tampdo em cada membrana sensora. A concentracédo real da amostra foi determinada
através dos parametros da curva de calibragéo (declive e ordenada na origem) tragada para

cada metal ensaiado.
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\ 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

~

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se 0s resultados obtidos ao longo do
desenvolvimento de um sensor Optico para despistagem de NOR em aguas de aquacultura.
Este sensor 6ptico deve conter uma espécie metalica capaz de formar um complexo corado
com a NOR. Os estudos efectuados iniciam-se, por isso, pela identificacdo da espécie
metalica mais adequada, subsequente caracterizacdo do complexo formado entre essa
espécie e a NOR e da seleccao das condicbes mais adequadas a sua formacao, no sentido
de permitir a sua aplicacdo em analise quantitativa com base em curvas de calibracdo. Este
conceito é aplicado de modo similar a outras espécies metalicas, no sentido de obter uma
resposta analitica mais exacta para a determinacdo de NOR através de um array de

Sensores.

3.1. SELECCAO DA ESPECIE METALICA

A NOR pode formar complexos corados com algumas espécies metalicas. O tipo e
intensidade de cor formada dependem, entre outros, da natureza da espécie metdlica
utilizada e do pH/constituicdo do meio. Neste estudo, optou-se para averiguar os resultados
obtidos com varios metais, nomeadamente Fe(lll), Al(lll), Pb(ll), Aluminon, Mo(ll), Mn(ll),
Ni(ll), Cu(ll), Co(ll), Sn(ll) e V(V), no sentido de seleccionar aquele que se revelou capaz de

formar um complexo de coloragdo mais intensa.
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Os resultados obtidos encontram-se representados na tabela 2. A primeira coluna desta
tabela corresponde a presenca (bola verde) ou possivel auséncia (cruz vermelha) de
formacgdo de complexo. Nas colunas seguintes encontram-se a coloracdo e a fotografia da
solucgéo do catido isolado, bem como o estado de oxidagdo do metal utilizado, a composicéo
guimica do soélido correspondente e 0 meio de preparacdo desta solucdo. A coloracdo da
solucao final, composta pela mistura de 1 mL de solucdo de metal 1x102 M com 2 mL da
solucdio de NOR 1x10° M, e a fotografia correspondente podem ser encontradas nas tltimas
colunas. Os resultados obtidos indicaram varios metais capazes de formar complexos
corados com a NOR, mencionados de seguida.

A espécie Fe(lll) em solucdo passou de incolor a dourado, quando preparada em H,SO,4
0,05 M, ou a amarelado, quando preparada em HEPES. Note-se que neste Ultimo meio
verificou-se a formacdo de algum precipitado. Este precipitado podera resultar do
insolubilizacdo de NOR ou dar indicacédo de que o complexo entre o Fe(lll) e a NOR poderia
apresentar uma solubilidade reduzida em meio aquoso.

O catido Mo(ll) conduziu a formacdo de um complexo quando as solucdes se encontravam
preparadas em H,SO,4 0,05 M. A coloracdo observada foi bastante ténue e, mais uma vez,
ocorreu a insolubilizacdo de alguma espécie ou a formagdo de uma espécie de reduzida
solubilidade. A reduzida intensidade de coloracdo ndo apontou, porém, para que esta
espécie fosse a mais adequada para a preparacao de sensores épticos selectivos a NOR.

O aluminon é o sal de triaménio do acido aurin-tricarboxilico, um corante vulgarmente
utilizado para detectar aluminio em solucdo aquosa, formando também pigmentos corados
com alguns metais como o crémio, o ferro e o berilio. Em solu¢gdo HEPES, o aluminon
apresentou uma cor vermelha limpida, passando a rosa/vermelho escuro quando adicionado
de NOR.

A solugéo de Mn(lIl) apresentou-se incolor em solu¢do de H,SO, 0,05 M e passa a verde-
agua quando adicionada de NOR. Esta coloragdo foi acompanhada de algum precipitado,
sugerindo, novamente, a insolubilizacdo de alguma espécie ou a formacdo de um novo
composto de reduzida solubilidade. Em solu¢cdo HEPES néo se verificou qualquer alteracéo
por adigcdo de NOR.

A espécie Ni(ll) em tamp&o HEPES apresentou uma coloracdo ténue, de tom esverdeado.
Apo6s adicdo de NOR, a solugéo apresentou um tom esverdeado mais intenso, tendo esta
alteracdo sido acompanhada da formacéo de algum precipitado.

A solucéo de Cu(ll) em tampdo HEPES apresentou-se com uma coloracdo azul-agua. Esta
coloracdo deu lugar a um tom esverdeado apos a adicdo da solugéo de antibiético. Ambas

as solucdes se apresentaram limpidas, ndo se verificando qualquer turvacao.
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Tabela 2 - Resultados das misturas de catides com o antibiético NOR.

Cor do Catiéo Catido n . Especificacdo Complexo
. . Catido Solvente  Antibiotico
isolado isolado da cor formado
O i Fe*
Incolor | t H,S0O, 0,05M NOR Dourado
FeCl3.6H,0
el
- .
+
O ncolor | < Fe HEPES NOR Amarelo
FeCls.6H,0 precipiptado.
“.._‘
AP b "
X Incolor H,S0, 0,05M NOR Incolor
Al(NO3)3+H,0 -
- . e l
A|3+
X Incolor HEPES NOR Incolor
Al(NO3)3+H,0
r P2 Igual i
X  Sol.Baca H,S0, 0,05M NOR gua’ ao calido
Pb(NO5), isolado
[
f—
! _— Pb2+
X Incolor HEPES NOR Branco turvo
- Pb(NO3),
“ “ ] [ —
X Vermelho bago Aluminon H,S0O, 0,05M NOR Vermelho bacgo .
———
O\/ermelholl'mpido H Aluminon HEPES NOR Rosa velho .
=7 Mo?* Verde agua +
O Incolor H,S0O,0,05M NOR L
(NH4)eM07024.4H,0 Precipitado
. 4 i
X - Incolor Mo*™ HEPES NOR Sol. Baca -
(NH4)6M07024.4H20
B
| ¥
itk Mn* !
X Incolor e H,S0,0,05M NOR Incolor
i = ClaMn.4H,0 E
B & i
O Incolor 3 Mn HEPES NOR Castanho muito -
Cl,Mn.4H,0 ténue
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Tabela n° 2 - Resultados das misturas de catides com o antibitico NOR (cont.).

Cor do catido Catido n o Especificacdo da Complexo
. . Catido Solvente Antibiotico
isolado isolado cor formado
. -2+ . N s~
X Esv?rdlado ) ‘N| H,50, 0,05M NOR Cor |ggal a do catido )
ténue N,NiOg.6H,0 isolado
i Ni2+ i
Esv?rdlado HEPES NOR Esver@gdo + )
ténue N,NiOg.6H,0 Precipitado
i 2+
X  Incolor | < cu H,S0, 0,05M NOR Incolor
CUC|2.2H20
e~
Azul agua cu®
. HEPES NOR Esverdiado
tenue CuCl,.2H,0
‘ 2+ . < .
X Rosaténue | co H,S0, 0,05M NOR Corigual & do catido
a Co(NO;),.6H,0 isolado
Precipitado Co*" .
. HEPES NOR Violeta clarinho
Rosa ténue Co(NO3),.6H,0
| —
4 2+
X Incolor %ﬁ Sn H,S0,0,05M NOR Incolor
Cloreto de
Estanho IV
2+
X Incolor §§ sn HEPES NOR Incolor
Cloreto de
Estanho IV
X Verde clarinho - Vanadium H,S0O,0,05M NOR Incolor
X Verde clarinho - Vanadium HEPES NOR Incolor -

Por ultimo, a solugéo de ido Co(ll) em tamp&do HEPES apresentou um precipitado ligeiro, de

coloracao rosa ténue. A adicdo de NOR conduziu a formacao de um complexo de coloracéo

violeta, promovendo a dissolu¢éo do precipitado inicial.
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Perante os resultados obtidos, optou-se pela escolha do cati&o Fe(lll) para a preparacdo do
sensor. Este metal originou a solugcéo de coloragdo mais intensa, ndo se tendo verificado a
existéncia de qualquer precipitado. Outros metais também susceptiveis de serem aplicados
a sistemas de despistagem por observagdo de cor foram o Aluminon, o Mn(ll) e o Cu(ll).
Para estes a intensidade de coloracao foi inferior, caracteristica que poderia condicionar a
sensibilidade do método aquando da sua utilizacdo em fase sélida.

3.2. EFEITODE PH

De um modo geral, o pH afecta grandemente a intensidade de coloragdo de um determinado
complexo em solugéo, em virtude de condicionar a estabilidade e a extensdo de formacgéo
desse complexo e o tipo e concentracdo de espécies de Fe. Neste sentido, e tendo como
base apenas o catido metalico Fe(lll), foram efectuados estudos que visaram identificar o pH
mais adequado a formagdo do complexo metal/NOR. Os valores de pH das solucbes
ensaiadas estavam compreendidos entre 2 e 6, preparadas em tampdao acetato.

Para uma concentracdo em NOR constante, e capaz de garantir a complexacdo de todo o
Fe(lll) presente, o valor de absorvancia foi maior para maiores concentracdes do catido
metalico. Este comportamento correspondeu ao previsto, jA que 0 aumento da quantidade
de ides Fe(lll) disponiveis conduziu a formacdo de uma maior quantidade de complexo, o
gue, por sua vez, resultou numa maior absorvancia da solucdo obtida. Todos os valores
médios de absorvancias experimentais e as concentracbes de Fe(lll) correspondentes
podem ser consultados na Tabela 3.

Tal como se pode verificar na Figura 14, o comportamento do sistema colorimétrico foi muito
diferente para varios valores de pH estudados. Os valores paramétricos destes registos
graficos foram indicados na tTabela 4. De uma forma geral, o declive aumentou com o
aumento de pH até um maximo de 812,2 L mol* cm™ a pH 3, tendo decrescido, de uma
forma geral, para valores superiores a este. Relativamente a estabilidade e extensdo do
complexo formado para os diferentes valores de pH nada se conhece, mas existem
multiplas espécies de ferro em solugdo de acordo com o pH, facto que da podera justificar,

por si, 0s registos obtidos.
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Tabela 3 - Valores de absorvancia obtidos a pH 2, 3, 4, 5 e 6, para a solugdo de complexo Fe(lll) /
NOR e para a solugéo de Fe(lll) e sua diferenca.

- [Fe(lin] Abs
P M pmol/L Complexo Fe (111) Diferenca
1,11x10'5 11,11 0,0180 0,0010 0,0170
3,33X10'5 33,33 0,0430 -0,0040 0,0470
5,56X10'5 55,56 0,0680 0,0040 0,0640
7,78x10'5 77,78 0,0640 0,0010 0,0630
241 l,OOxlO';1 100,00 0,0660 0,0140 0,0520
’ 1,22x10" 122,22 0,0900 0,0340 0,0560
l,44x10'4 144,44 0,1050 0,0190 0,0860
l,67x10'4 166,67 0,1050 0,0200 0,0850
l,89xlO'4 188,89 0,1290 0,0280 0,1010
2,1lx10'4 211,11 0,1340 0,0410 0,0930
l,llxlO'5 11,10 0,0730 0,0130 0,0600
3,33X10'5 33,30 0,0970 0,0290 0,0680
5,56x10'5 55,60 0,1350 0,0390 0,0960
7,78x10'5 77,80 0,1490 0,0400 0,1090
331 l,OOxlO'4 100,00 0,1830 0,0550 0,1280
’ 1,22X10'4 122,00 0,2160 0,0740 0,1420
1,44x10'4 144,00 0,2590 0,0910 0,1680
1,67x10'4 167,00 0,2760 0,1020 0,1740
1,89x10'4 189,00 0,2980 0,1260 0,1720
2,llx10'4 211,00 0,2950
1,11x107 11,10 0,0180 -0,0260 0,0440
3,33x10'5 33,30 0,0590 -0,0080 0,0670
5,56x107 55,60 0,0650 0,0400 0,0250
7,78x10'5 77,80 0,1110 0,0300 0,0810
412 1,00x10™ 100,00 0,1290 0,0780 0,0510
’ l,22x10'4 122,00 0,1950 0,0840 0,1110
l,44x10'4 144,00 0,1960 0,0730 0,1230
l,67x10'4 167,00 0,2880 0,1120 0,1760
l,89x10'4 189,00 0,2330 0,1370 0,0960
2,llx10'4 211,00 0,2580 0,1500 0,1080
1,llx10'5 11,10 -0,0120 -0,0340 0,0220
3,33x10'5 33,30 -0,0010 -0,0140 0,0130
5,56x10’5 55,60 0,0060 -0,0210 0,0270
7,78x10'5 77,80 0,0300 0,0000 0,0300
497 1,00x10’:‘1 100,00 0,0920 -0,0100 0,1020
’ 1,22x10° 122,00 0,1220 0,1020 0,0200
1,44x10’4 144,00 0,1490 0,1200 0,0290
1,67x10'4 167,00 0,1690 0,1490 0,0200
1,89x10’4 189,00 0,1930 0,1480 0,0450
2,11x10'4 211,00 0,1970 0,1440 0,0530
1,11x10’5 11,10 -0,0040 -0,0140 0,0100
3,33x10'5 33,30 0,0220 0,0000 0,0220
5,56x10’5 55,60 0,0360 0,0340 0,0020
7,78x10'5 77,80 0,1090 0,0540 0,0550
6.08 1,00x10‘;l 100,00 0,1300 0,0810 0,0490
’ 1,22x10° 122,00 0,1530 0,1070 0,0460
1,44x10‘4 144,00 0,1810 0,1310 0,0500
1,67x10’4 167,00 0,1820 0,1660 0,0160
1,89x10‘4 189,00 0,2190 0,1580 0,0610
2,11x10’4 211,00 0,2220 0,1560 0,0660

_______________________________________________________________JEuN
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® Complexo @ Diferenca ® Fe(lll)
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Figura 14 - Variagdo do valor da absorvancia da solu¢éo de complexo e de Fe(lll) e a sua diferenca
em funcéo da concentracdo de Fe(lll), para solugdes a diferentes valores de pH.
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O valor de pH determina qual a espécie de ferro disponivel e predominante em solucao. De
uma forma geral, prevalece a insolubilizacdo do ferro pela formacdo de Fe(OH); para
valores de pH superiores a 2,5. A um valor de pH 6 a insolubilizacdo do ferro é quase total,
permanecendo em solucao uma fracgdo muito reduzida, e em igual quantidade, de espécies
Fe(OH)," e Fe(lll). Para um valor de pH 5 as espécies de ferro sollveis no meio sdo as
mesmas mas apresentam-se numa concentracdo mais elevada. Para pH 4 o panorama é
semelhante, voltando-se a registar um aumento de concentracdo das espécies sollveis de
ferro. A este valor de pH é possivel encontrar, também a espécie Fe(OH)?*, embora numa
concentracao ainda muito reduzida. Reduzindo o pH para 3 é possivel encontrar em solugéo
as mesmas trés espécies de ferro referidas anteriormente, iniciando-se nesta fase o

aparecimento de uma nova espécie Fe,(OH),*" [71].

Tabela 4 — Parametros analiticos relativos a variacdo da diferenca de absorvancia entre o complexo
corado e o Fe(lll), obtida a vérios valores de pH.

pH Declive, L mol*cm™ 0.0. R Gama de Linearidade, M
2.4 342,32 0,0284 0,6175 1,11x10° - 1,44x10™
3,3 812,21 0,0470 0,9889 1,11x10° - 1,67x10™
4,1 767,80 0,0165 0,7115 1,11x107° - 1,67x10™
5,0 178,22 0,0209 0,0795 1,11x107° - 1,44x10™
6,1 346,70 0,0065 0,5887 1,11x10° - 1,44x10™

O comportamento registado apresentou uma tendéncia linear evidente apenas a pH 3.
Neste sentido, este valor parece indicar a necessidade de uma situagcdo de compromisso
entre a existéncia de uma espécie de ferro solluvel e a estabilidade do complexo formado
com a NOR. A auséncia de um comportamento linear na grande parte dos ensaios restantes
resultou, provavelmente, da subtraccdo da absorvancia residual do reagente Fe(lll). Na
realidade, o valor subtraido foi sempre superior (mas de extensédo desconhecida) ao valor de
Fe(lll) remanescente em solugdo, jA que este mesmo se encontrava maioritariamente
complexado com a NOR, deixando de constituir uma interferéncia na medida de absorvancia
do seu préprio complexo.

De uma forma geral, os melhores resultados foram obtidos a pH 3. Esta condig&o originou a
maior sensibilidade e o intervalo de linearidade mais alargado, para uma melhor qualidade
de resposta linear. A gama de linearidade correspondente encontrava-se entre 1,1x10”° e

1,7x10™ M. Este valor de pH foi, por isso, seleccionado para os restantes ensaios.
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3.3. PROPORGCAO MOLAR DO COMPLEXO

O estudo da relacdo molar entre os elementos constituintes do complexo foi estabelecido
apenas para o valor de pH escolhido anteriormente. A propor¢do molar Fe(lll) / NOR foi
obtida com base na medicdo das absorvancias resultantes de solu¢des que continham uma
concentracao fixa em NOR e variavel em Fe(lll), para + 10 vezes a concentracado de

antibiético. Os resultados obtidos foram indicados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de absorvancia obtidos para a solugédo de complexo Fe(lll) / NOR e para
a solucéo de Fe(lll) e sua diferenca.

. [Fe(lN] Abs
Padrao 5
M Complexo Fe (l11) Diferenca
1 2,41x10°° 0,0540 -0,0090 0,0630
2 4,82x10° 0,1240 -0,0013 0,1253
3 7,23x10° 0,1580 -0,0015 0,1595
4 9,64x10° 0,2320 0,0050 0,2270
5 1,21x10™ 0,2390 0,0220 0,2170
6 1,45x10 0,2880 0,0530 0,2350
7 1,69x10™ 0,2970 0,0650 0,2320
8 1,93x10™ 0,3110 0,0960 0,2150
9 2,17x10* 0,3470 0,1020 0,2450
10 2,41x10™ 0,3660 0,1240 0,2420

De acordo com a representacdo grafica obtida, foi possivel constatar que 0 aumento da
concentracao de Fe(lll) originou um aumento da absorvancia da solu¢cdo ensaiada até que
toda a NOR se esgotasse em solucdo. A partir deste momento a adicdo continua de Fe(lll)
ndo produziu qualquer variacdo significativa no valor de absorvancia lido, j& que ndo existia
em solugéo antibidtico disponivel para complexar com o metal. Neste sentido, a proporgéo
molar obtida de NOR:Fe(lll) foi considerada igual a 1:1. O ponto de intercep¢ao da Figura 15
mostra precisamente que a adigcdo de 1,0x10™ M de Fe(lll) consumiu toda a NOR presente
na solucgéo, cuja concentracao era igual a 1,0x10™* M.

A partir dos dados representados graficamente foi estabelecido um tratamento matematico
gue permitisse obter o valor da constante de formacg&o do complexo [72], sugerindo assim
alguma informacdo acerca da sua estabilidade. Para este efeito, foi estabelecida a
representacdo gréfica de [log(Aa-Ax)/(Ax-Ao)] em funcdo de log [Fe (lll), M] (Figura 16),
cujos valores foram indicados na tabela 6. A tendéncia linear observada indicou os valores
da constante de formagéo, ja que a intercepgdo com o eixo dos xx’ correspondeu ao valor

de log Kf. O valor da constante de formacdo assim obtida foi igual a aproximadamente
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14420, um valor considerado elevado e apontando para a elevada estabilidade e extensdo
do complexo formado.

© Complexo
®Fe (IlN) ®
@ Diferenca @)
o€
.J_.J o
[ ]
YK
o ©®
[ ]
o ® 0

Figura 15 - Proporcao molar de NOR:Fe(lll), 1:1.

Tabela 6 — Valores obtidos pelo tratamento matematico imposto aos resultados obtidos no estudo de
proporgdo molar do complexo.

log [Fe(lll), M] log[(Aa-Ax)/Ax-Ao)]

-4,48 0,44
-4,26 0.20
4,11 0,09
-4,00 0,12
-3,91 -0,34
-3,84 -0,74
-3,78 -0,95

Aa: Absorvancia maxima;
Ax: Absorvancia da amostra;
AO: asborvancia inicial



RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento de um sensor 6ptico para determinacédo de Norfloxacina

y =-1.7567x - 7.306
R2=0.9835

. Figura 16 — Regressao linear entre [log(Aa-Ax)/(Ax-Ao0)] e log [Fe (lIl), M].

3.1.1. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO COMPLEXO

A elevada estabilidade de um complexo ao longo do tempo determina que a sua
absorvancia se mantenha praticamente invariavel. O oposto a este padrdo de
comportamento € a variacdo continua do valor de absorvancia ao longo do tempo, num
percurso antagoénico entre a formacao lenta do complexo e o seu curto tempo de vida. Neste
sentido, o importante é estabelecer um periodo de tempo de leitura passivel de conduzir a
um resultado analitico fiavel, apesar de ser sempre condi¢éo favoravel a existéncia de um
complexo de longo tempo de vida.

A estabilidade do complexo Nor/Fe(lll) foi avaliada pela monitorizagdo da absorvancia de
solugdes padréo ao longo de um dia. Os valores de absorvancia relativos a 0, 58, 97, 1376 e
1409 minutos (correspondentes a to, t, tp, t3, e t;) foram indicados na tTabela 7 e
representados em funcdo da concentracdo de Fe(lll) na Figura 17.

Os resultados obtidos indicam, de um modo geral, que o complexo permanece estavel
durante as primeiras horas, reduzindo a sua concentracdo de modo evidente ao fim de um
periodo de quase 24 h de existéncia. Neste sentido, todas as solu¢bes preparadas devem
ser devidamente analisadas num periodo de cerca de 90 minutos, ndo podendo permanecer
em espera para leitura no dia seguinte. O mesmo conceito sera vélido para os sensores de

natureza solida preparados mais adiante.

. JEuy
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Tabela 7 - Valores das absorvancias obtidas para a diferenca entre a absorvancia do complexo e a
absorvancia de Fe(lll) ao longo do tempo.

Absorvéancia (Diferenca)

[Fe(lll)] 19.11.2009 20.11.2010
Padréao
M pmol L to 11 to 3 14
1 3,33x10° 11,11 0,0600 0,0660 0,0660 0,0720 0,0730
2 1,00x10™* 33,33 0,0680 0,0690 0,0680 0,0660 0,0640
3 1,67x10* 55,56 0,0960 0,0950 0,0940 0,0790 0,0810
4 2,33x10* 77,78 0,1090 0,1080 0,1050 0,0790 0,0660
5 3,00x10* 100,00 0,1280 0,1250 0,1230 0,0690 0,0670
6 3,67x10° 122,22 0,1420 0,1360 0,1320 0,0640 0,0620
7 4,33x10* 144,44 0,1680 0,1610 0,1540 0,0790 0,0770
8 5,00x10* 166,67 0,1740 0,1640 0,1550 0,0580 0,0580
9 5,67x10“% 188,89 0,1720 0,1570 0,1470 0,0690 0,0690
10 6,33x10* 211,11 0,1040 0,0860 0,0110 0,0110
0,090
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) .o . . . +
0,160 * PR 0,070 . .0 . >+
0,140 * . = 0060 ¢ * * P
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Figura 17 - Diferenca entre a absorvancia do complexo e a absorvancia de Fe(lll) para os tempos t,,
t; e t,, referentes ao dia 19.11.2010 (esquerda) e para 0s tempos ts, t4, referentes ao dia
20.11.2010
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3.2. EScOLHA DA CONCENTRAGAO DE FE (lll)

Considerando que o analito em estudo foi a NOR, considerou-se importante identificar qual
a concentracdo em Fe(lll) que garantia a rapida complexacédo de toda a NOR em solugéo
sem um consumo excessivo de reagente. Neste sentido, procedeu-se ao tracado de curvas
de calibracdo ao longo de uma gama de concentracbes de NOR compreendida entre
1,77x10° M e 7,08x10™* M, tendo-se registado a diferenca de absorvancia entre a solucdo de
complexo e a solucdo de Fe(lll). Estes ensaios foram efectuados com uma concentracao
constante de Fe(lll) em solucéo, de valor compreendido entre 1,20x10% M e 3,84x10™* M. Os
resultados obtidos foram indicados na tabela 8 e a sua representacdo grafica pode ser
encontrada na Figura 18.

Tabela 8 Valores de absorvancia obtidos para a diferenca entre as absorvancias das solucdes de
complexo e de metal, com uma concentracdo em Fe(lll) igual a 1,20x10° M (A), 1,33x10° M
(B) ou 3,84x10™ M (C).

AbSDiferenga
~ [Nor] [Fe(lll), M]
Padrao M A B c
1 1,77x10”
2 7,08x10° 0,1195 0,2170 0,1245
3 1,24x10™ 0,2545 0,1945 0,2190
4 2,12x10™ 0,4940 0,3620 0,3790
5 3,19x10™ 0,8065 0,5705 0,5200
6 4,25x10™ 1,0640 0,7965 0,5975
7 5,31x10™ 1,4290 0,9572 0,6420
8 6,37x10™ 1,7760 1,1710 0,6600
9 7,08x10™ 2,0105 1,3015 0,6655

Para a maior concentracdo em ferro, correspondente a um excesso de, pelo menos, 15
vezes na concentracdo necessaria para complexar toda a NOR em solugdo (assumindo a
relacdo molar previamente 1:1 encontrada) M, obteve-se um declive igual a 2959,3 L mol™
cm™, associado a um coeficiente de correlagcdo quadratico (R?) de 0,9976 ao longo de
1,77x10° M a 7,08x10* M em NOR.

A concentragdo intermédia de ferro utilizada correspondeu a um excesso de 1,5 vezes
sobre a concentracdo necessaria para garantir a complexacéo de toda a NOR na solugdo
mais concentrada. O declive correspondente foi igual a 1800 L mol™* cm™, um valor inferior
ao registado anteriormente. O valor de R? correspondente foi iguala 0,9924, obtido para
uma gama de linearidade entre 7,08x10™° M e 7,08x10™ M. A menor concentracédo ensaiada
nao registou a mesma tendéncia das restantes, o que conduziu a uma gama de linearidade

mais estreita do que a indicada anteriormente.
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Figura 18 - Representacédo gréafica do valor de absorvancias obtido para a diferenca entre a
absorvéancia do complexo e a absorvancia de Fe(lll) para diferentes concentracdes de
NOR.

A menor concentracdo de ferro utilizada foi insuficiente para complexar toda a NOR
presente em solucdo, apresentando apenas metade da concentracdo necessaria para reagir
com toda a NOR presente na solu¢do padrdo mais concentrada. Neste sentido, o valor de
declive baixou significativamente, para 838,0 L mol™ cm™, um coeficiente de correlacio
linear de 0,8780 e o comportamento desviou-se claramente da linearidade para as
concentracdes mais elevadas (ver Figura 18).

A comparacdo das trés condicdes ensaiadas sugeriu que a utilizacdo de um excesso
elevado em ferro proporciona maiores valores de declive e um comportamento linear de
melhor qualidade, ao longo de uma gama de concentra¢cdes mais alargada. Neste sentido,
apesar da propor¢do molar entre os componentes do complexo ser igual a 1:1, os ensaios
posteriores foram realizados, sempre, com um elevado excesso de Fe(lll), ja que este

favoreceu a extenséo da reaccéo, proporcionando declives mais elevados.

3.3. POSSIVEIS INTERFERENTES EM AMOSTRAS DE AGUA

Tendo em conta que o sistema sensor em desenvolvimento seria aplicado a amostras de
agua, procurou-se estudar o efeito de algumas espécies presentes em solugdo aguosa no

formag&o do complexo corado entre o Fe(lll) com a NOR. Neste estudo consideraram-se as

gty
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seguintes espécies: Fe(ll), Mn(ll), Cu(ll), zZn(ll), Cd(ll), Pb(ll), Hg(ll) e Ba(ll). Algumas
concentracoes escolhidas foram seleccionadas com base no decreto-lei 243/2001 [73] para
aguas ambientais.

O grau de interferéncia de cada catido foi calculado através do aumento ou diminuicao do
valor de absorvancia relativamente a uma amostra equivalente, preparada sem interferente.
Em termos praticos, foram medidas duas solu¢des paralelamente, uma sem e outra com
espécie interferente a um dado nivel de concentracdo (ver tTabela 9). O grau de
interferéncia de cada catido foi determinado através do erro relativo produzido no sinal de

absorvancia. Os resultados obtidos encontram-se indicados na tabela 9.

Tabela 9 — Valores do erro relativo para a analise de interferentes.

Catides Concentragdo, M Erro Relativo (%)
6,97x10° -3,4
Fe(ll) 5,57x10°® 7.9
5,57x107 -3,9
6,69x107° 5,1
Mn(I1) 5,35x10° -18,5
5,35x10” 16,9
7,23x10° 3,9
Cu(ll) 3,62x10°® 2,8
3,25x107 7,9
1,24x10® -5,6
Zn(l 6,84x10°% -7,9
6,84x10’ 6,2
7,15x10° 1,1
cd(l) 4,29x10°® -8,4
4,29x107 14,0
6,95x10° -14,6
Pb(Il) 3,48x10°% -8,4
3,48x10”’ 7,3
6,93x10° 0,0
Hg(Il) 1,39x10°® 1,7
4,16x10°® 5,6
1,41x10® 9,6
Ba(ll) 1,06x107 3.4
4,95x10”’ -4,5

Os erros relativos produzidos pelos varios catibes ensaiados foram positivos e negativos e
estavam maioritariamente compreendidos entre -9,6 e +7,9 %. Constituiram excepgéo 0s
i6es Mn(ll) Cd(Il) e Pb(ll). Considerando que estes elementos se encontram em quantidades
muito reduzidas nas aguas ambientais, ndo se pressupde que estes possam vir a constituir

uma interferéncia significativa.
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3.4. PREPARAGCAO DO SENSOR

O sensor teve como base a incorporacéo de Fe(lll) numa membrana de PVC plastificada. O
estudo do efeito da quantidade de catido metalico e do tipo/quantidade de solvente
mediador na intensidade da coloracdo formada permitiu identificar a composicdo mais
adequada para a membrana. Para cada ensaio foi efectuado o registo fotogréafico seguido da
guantificacdo da cor pelo modelo HSL do programa Paint do Windows. Para cada sensor

foram efectuadas 3 leituras consecutivas, calculando-se a média do valor final.

3.4.1. QUANTIDADE DE FE(lII)

Em termos tedricos, a imobilizacdo de uma maior quantidade de ferro na membrana levaria
a percepcao de quantidades mais reduzidas de antibidtico. Neste sentido, foram testadas
guantidades de reagente imobilizadas muito elevadas, chegando a atingir os 90 % de peso
na membrana sensora. A quantidade de ferro na membrana sensora variou, na pratica,
entre 0,25 e 1,5 g, de acordo com as composi¢des indicadas na Tabela 10, correspondendo
a variacdes compreendidas entre 60 a 90 % (m/m). Foi ainda preparada um membrana sem

Fe(lll) utilizada para ensaios de controlo.

Tabela 10 Composicdo de membranas preparadas com quantidades de Fe(lll) variaveis

Fe(ll)
Componentes Branco
0,25g 050g 1,00g 1,50g¢g
Fe(lll) (9) - 0,252 0,516 1,013 1,538
PVC (9) 0,053 0,051 0,057 0,052 0,052
BES (9) 0,13 0,109 0,146 0,109 0,105
THF (mL) 2 2 2 2 2

O aspecto das membranas obtidas antes da adicdo de NOR pode ser visualizado na Figura
19 (coluna esquerda). As imagens indicaram que 0 aumento da concentracdo de ferro nas
membranas fez com que estas passassem de amarelo a cor-de-laranja. Esta alteracéo de
cor foi também acompanhada pela dificuldade incorporagéo do ferro na membrana de modo
homogéneo.

Para cada membrana foram testadas solugfes de NOR entre 1x10° e 1x10° M, tendo-se
efectuado um controlo por ensaio em branco, onde foi depositada uma solucdo sem
antibiético (Figura 19, coluna direita). Foram também realizadas réplicas de cada ensaio na
mesma placa. A comparacdo visual aponta para melhores resultados para as duas

membranas de menor concentracdo em Ferro (A e D).
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Antes Depois

Branco 1,06x10-M 1,06x10M 1,06x10"5M

0,25 g Fé(lll)

Branco 1,06x103M 1,06x10*M 1,06x10°M
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Figura 19 — Membranas sensoras de PVC com diferentes quantidades de ferro, antes e depois da
aplicacdo da solucdo de antibiotico e réplicas correspondentes.

No sentido de esclarecer de modo mais objectivo o gradiente de mudancas de cor por
aumento da concentragdo de NOR, a imagem de cada célula sensora foi recortada e
comparada, de modo contiguo, com as concentra¢gfes das células vizinhas (tabela 11). De
um modo geral, as diferencas entre os ensaios em branco e as concentragbes de NOR
iguais a 1x10™ e 1x10™°> M n&do foram muito evidentes. Ficou claro apenas que a presenca de
concentraces de NOR elevadas, iguais a 1x10” M, promoveu uma alteracéo significativa
na superficie da membrana sensora. Para além disso, tornou-se evidente a falta de
uniformidade da superficie das membranas com as duas concentracdes de ferro mais

elevadas.

.
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Considerando a importancia crucial de uma superficie sensora homogénea para a
monitorizagdo rigorosa da sua cor, seleccionou-se a membrana que tivesse a maior
guantidade de Fe(lll) mas que permitisse a sua completa dissolu¢do. Neste sentido,
seleccionou-se a membrana com 0,5 g da espécie metélica para os estudos de optimizacéo
posteriores.

Tabela 11 - Gradiente de coloracgéo verificado pela deposicdo de diferentes concentracfes de NOR
em cada uma das membranas, preparadas com quantidades de ferro crescentes.

NOR

Fe(lll). g 1,.0x10° M 1,06x10* M 1,06x10° M _

0,25

0,50

1,00

1,50

3.4.2. TIPO DE SOLVENTE MEDIADOR

BN

O solvente mediador permite conferir propriedades de borracha a matriz de PVC, uma
caracteristica que permite a difusdo do analito para o interior da membrana, onde se
encontra o reagente Fe(lll). Esta difusdo depende, porém, das caracteristicas de
permitividade do solvente utilizado e da porosidade da membrana resultante. Além disso,
considerando que a membrana contém um teor em ferro muito elevado, este efeito de
plastificacdo da membrana ndo €&, porém, muito perceptivel, podendo dar origem a que
diferentes solventes mediadores promovam resultados similares.

Os solventes mediadores utilizados no presente estudo foram BES, ONFOE, DOF, DBF,
BEF e FGE. As quantidades utilizadas em cada membrana encontram-se indicadas na
Tabela 12.

O aspecto das membranas obtidas antes da adi¢cdo de qualquer solugéo foi representado na
Figura 20 (coluna esquerda). As imagens indicaram que o sal de ferro incorporado néo foi
soluvel nas membranas de ONFOE, formando aglomerados irregulares visiveis apos

secagem do THF. De modo contrario, o FGE permitiu a dissolugdo completa do sal de
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metal, apresentando uma coloracdo laranja intensa. As demais membranas apresentaram
um comportamento intermédio.

Tabela 12 - Composi¢cdo de membranas preparadas com diferentes solventes mediadores

Componentes BES ONFOE DOF DBF BEF FGE
Fe(ll) (g) 0509 0507 0505 0528 0,789 0,504
PVC (g) 0051 005 005 0052 005 0,052

Solv. '\("ge)diador 0,102 0105 0106 0110 0117 0,107
THF (mL) 2 2 2 2 2 2

Apb6s adicao de solucdes de NOR de varias concentraces (ver Figura 20), o gradiente de
concentracdo foi bem visivel para membranas preparadas com BES, DOF e DBF.
Considerando que o ensaio em branco foi menos uniforme para estes dois Ultimos solventes

mediadores, optou-se pela utilizacdo de BES na preparacdo das membranas sensoras

posteriores.
Antes Depois

0 Branco 1,06x10° M 1,06x104 M 1,06x105 M
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Figura 20 — Membranas sensoras de PVC com diferentes solventes mediadores, antes e depois da
aplicacao da solucao de antibiotico e réplicas correspondentes.
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3.4.3. QUANTIDADE DE SOLVENTE MEDIADOR

Nesta fase de optimizacdo do sensor, passou-se ao estudo da possivel influéncia da
guantidade de solvente mediador na intensidade da cor do gradiente observado. Tal como
referido anteriormente, este composto condiciona as caracteristicas plastificantes do
polimero de PVC, o que, por sua vez, interfere na difusdo do composto em estudo para o
seu interior.

Para este efeito, fez-se variar a quantidade de solvente mediador incorporado em
membranas com 0,500 g de Fe(lll) e cerca de 0,050 g de PVC (tTabela 13, Figura 21). As
guantidades de BES utilizado foram iguais a cerca de 0,020; 0,030; 0,050; 0,100 e 0,150 g.

Tabela 13 - Composicdo de membranas preparadas com diferentes quantidades de BES.

BES
Componentes
0,020g 0,030g 0,050g 0,100g 0,150 g
Fe(lll) 0,524 0,513 0,523 051 0,505
PVC 0,053 0,053 0,049 0,05 0,053
BES 0,018 0,028 0,054 0,104 0,163
THF (mL) 2 2 2 2 2
Antes Depois
Branco 1,00x10°M  1,00x10°M  1,00x10°M
0,020 G BES
0,030 G BES
0,050 BES
0,100 BES
0,150 6 BES L

i

Figura 21 — Membranas sensoras de PVC com diferentes quantidades de BES, antes e depois da
aplicacao da solucédo de antibidtico.

No sentido de esclarecer de modo mais objectivo o gradiente de mudancas de cor por

variagdo da quantidade de BES, a imagem de cada célula sensora foi recortada e

.y
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comparada com as demais concentragdes (tTabela 14). De um modo geral, as diferencas de
gradiente mais evidentes foram encontradas em membranas com as maiores quantidades
de BES. Seleccionou-se por isso a membrana que, com a menor quantidade de solvente
mediador originava o0 gradiente mais alargado, tendo-se utilizado posteriormente
membranas com 0,100 g de BES.

Tabela 14 - Gradiente de coloracéo verificado pela deposicdo de diferentes concentracfes de NOR
em cada uma das membranas, preparadas com quantidades de BES crescentes.

BES(UN.0 7 ox10°™M  1,06x107 M o 1,06x10° M —
0,020
0,030
0,050
0,100
SR 0 -

3.5. CARACTERIZACAO ANALITICA DO SENSOR OPTICO

O sensor oOptico foi constituido com a membrana 6ptima selecciona, compaosta por cerca de
0,500 g de Fe(lll), 0,050 g de PVC e 0,100 g de BES. A composi¢cdo média das membranas
preparadas nesta fase encontra-se indicada na Tabela 15. A caracterizacdo do
comportamento analitico desta membrana foi efectuada com base na deposi¢cdo de uma
gama alargada de concentracbes de NOR, equidistantes entre si e iguais a 1,00x10?2 M,
4,00x10° M; 2,00x10°° M; 1,00x10° M; 5,00x10™ M e 5,00x10° M.

Tabela 15 — Composi¢cao massica das membranas sensoras seleccionadas.
Mtesrica MReal
Fe(lll) (9) 0,500 0,508
PVC (9) 0,050 0,053
BES (9) 0,100 0,105
THF (mL) 2 2

Na Figura 22 encontra-se representado o gradiente de cor obtido em funcdo da
concentracdo de NOR. Os resultados obtidos evidenciaram a variacdo da intensidade de

coloracdo da solugdo a medida que a concentracdo de NOR aumentou, notando-se ainda

.}
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uma ligeira diferenca entre a concentracdo de 5,00x10° M e o ensaio em branco, realizado
pela deposi¢cédo de apenas solucdo tampéao.

1,00x102M 4,00x10M

Figura 22 — Gradiente de coloragéo para a curva de calibragcdo de NOR com as membranas
sensoras seleccionadas.

Para o tracado da curva de calibragdo foram realizadas 3 leituras consecutivas de
coordenadas do modelo HSL, calculando-se a média e desvio padrao correspondente. Os
valores dessas coordenadas encontram-se indicados na Tabela 16 e foram representados

em funcéo da concentracdo de NOR.

Tabela 16 - Valores das coordenadas de cada um dos sensores.

Conc., M Log(C) Ton Sat Lum Ton+Lum
0 37,67 79+0,707 119,3%+2,12 157,0
5,00x107° -4,30 36,7+0,707 90+0,707  123+2,82 159,7
5,00x10™ -3,30 32,33 210,7+2,12 91,33 123,7
1,00x10° -3,00 27,33 240,00 88+0,707 115,3
2,00x1072 -2,70 14,33 240,00 82,67 97,0
4,00x10® -2,40 5,33 237,00 79,00 84,3
2,00x1072 -1,70 3,33 184,742,83 61,3+1,41 64,7

Tal como seria de esperar, os resultados obtidos ndo apontaram para uma tendéncia linear
entre a concentragdo e qualquer uma destas coordenadas, pelo que se optou por testar
varias abordagens de tratamento matematico sobre os valores das coordenadas. Quando se
utilizou como medida experimental a soma da tonalidade com a luminosidade obteve-se um
comportamento linear em funcdo do logaritmo da concentragdo de NOR. Esta tendéncia

encontra-se representada na Figura 23. O declive resultante foi negativo.
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@ Ton+Lum

y =-28,759x + 34,384
Rz =0,9798

Figura 23 - Curva de calibracéo para o sensor optimizado.

3.6. INTERFERENCIA DE OUTROS ANTIBIOTICOS

Considerando a semelhanca estrutural entre a NOR e outros antibiéticos utilizados para fins
veterinarios no sector da aquacultura, optou-se pela monitorizacdo da interferéncia de
alguns destes compostos. Este estudo foi realizado pela deposicdo na mesma placa de
solugdes de NOR (1), tetraciclina (2), sulfadiazina (3), clorpromazina (4), enrofloxacina (5),
trimetoprim (6) e oxitetraciclina (7), todas estas com uma concentracéo igual a 1,00x1073 M,

preparadas de acordo com os valores indicados na Tabela 17.

Tabela 17 — Dados para preparacao das solugdes de antibiotico interferente.

Composto Mrea (@) Mr(@L?Y V(L) Crea (molL™
NOR 0,0080 319,3 0,025 1,00x10°
Tetraciclina ~ 0,0130 480,9 0,025  1,08x10°
Sulfadiazina ~ 0,0080 272,3 0,025  1,18x10°
Clorpromazina 0,0100 355,3 0,025 1,13x10°
Enrofloxacina 0,0090 3594 0,025 1,00x107

trimetoprim 0,0070 290,32 0,025 9,64x10™
Oxitetraciclina  0,0130 496,89 0,025 1,05x10°

A NOR forneceu o resultado habitual (Figura 24), tendo sido este diferente de qualquer outro
resultado obtido. Apesar de pertencer ao mesmo grupo quimico que a NOR, a enrofloxacina
forneceu um resultado muito diferente do da NOR, de tom vermelho escuro. As duas

tetraciclinas (oxitetraciclina e tetraciclina) apresentaram resultados muito préximos entre si,

.
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de tom castanho. A sulfadiazina e o trimeptoprim, usadas na terapéutica humana e
veterinaria em associacdo, apresentaram-se muito proximos ao controlo (branco), sugerindo
gue néo reagiram com o Fe(lll) ou que a extensdo de reacc¢do foi muito reduzida para ser
perceptivel. A clorpromazina apresentou uma coloracdo rosa, muito diferente das demais

cores observadas.

Branco Tetracu:llna Clorpromazma Enrofloxacma ﬁmeﬁ Oxnenamc\lna
? (B)

Figura 24 — Coloracdo de cada sensor ap6s deposicdo de varias solugdes interferentes em placa e a
composicdo da imagem em Paint para comparacéo visual da cor.

Os valores das coordenadas das cores obtidas para cada composto encontram-se indicados
na tabela 18. Os resultados confirmam as diferencas muito significativas com a NOR, tal
como sugerido na figura anterior. Neste sentido, a presenca de qualquer um daqueles

compostos na amostra a analisar deve ser rapidamente detectada.

Tabela 18 - Valores das coordenadas do sistema HSL para os varios antibiéticos interferentes.
Componentes Tonalidade Saturagcdo Luminosidade Ton+Lum

Branco 37,3 95,7+4,24 115,3+1,41 152,6

Nor 28,0 240,0 88,0 116,0
Tetraciclina 22,0 222+9,19 49,7+1,41 71,7
Sulfadiazina 37+0,707 174,7+1,41 93+2,12 130,0
Chloropromazina 4,7 150,7+1,41 108,7+2,12 113,4
Enrofloxacina 4,3+0,707 229+4,94 68,7 73,0
trimetoprim 38,0 132,340,707 104,3 142,3
Oxitetraciclina 17+1,41 240,0 43,7 60,7

3.7. PREPARAGCAO DE UM ARRAY DE SENSORES

O procedimento analitico com base num Unico sensor Optico poderd comprometer
severamente a exactiddo/precisdo dos resultados obtidos. Para minorar esta limitacéo,
optou-se pela preparacdo de um array de sensores, tendo-se usado para este efeito os
restantes metais capazes de complexar com alguma relevancia a NOR. Neste sentido, o
procedimento de preparacdo do sensor sélido e a sua optimizagédo foi aplicado a outras

espécies metalicas, para além do Fe(lll), tais como o aluminon, Cu(ll) e Mn(ll). Estas

________________________________________________________________J:
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espécies foram aquelas que, a seguir ao Fe(lll), ofereceram uma resposta mais intensa a
presenca de NOR nos ensaios preliminares iniciais.

A conjugacdo de membranas com as quatros espécies imobilizadas numa mesma placa
constituiu, assim, um array de sensores para a despistagem de NOR em &guas de
aquacultura. Esse array foi representado na Figura 25 e apresenta, da esquerda para a

direita, as espécies redox Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e Mn(ll), respectivamente, imobilizadas
em matriz de PVC plastificada por BES.

Figura 25 — Array de sensor 6ptico base

A curva de calibracdo de cada um dos metais acima referidos foi efectuada com base na
deposicdo de varias solucbes padrdo de NOR de concentracdes iguais a 1,00x107 M,
4,00x10° M, 2,00x10° M, 1,00x10° M, 5,01x10* M e 5,01x10° M, e um branco,

identificando-se para cada metal um gradiente de cores diferente (Figura 26).
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Figura 26 — Membranas sensoras de PVC com diferentes solventes mediadores, antes e depois
da aplicagéo da solugéo de antibidtico e réplicas correspondentes.

Os resultados obtidos foram manipulados apés fotografia (Tabela 19), pelo programa de

cores PAINT, utilizando-se as coordenadas da Tonalidade, Saturagdo e Luminosidade. Os

N
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valores de coordenadas obtidos nestes ensaios encontram-se indicados na tabela 20. Os
resultados das andlises apresentadas corresponderam sempre a média de, pelo menos, trés
leituras em cada sensor. A precisao dos resultados foi calculada por intermédio do desvio
padréo correspondente.

Tabela 19 - Gradiente de coloragdo para cada um dos sensores do array.

REAGENTE 1,00x102 M 4,01x10° M 2,00x10°M 1,00x10°M 5,00x10* M 5,00x10° M Branco

| —

~

——ye

Fe(lIl)

- BREREE
Cu(lr) r
Mn(11) i 1 ¢

Os valores de tonalidade + luminosidade variaram linearmente com o logaritmo da
concentracao. O Unico elemento do array que ndo respeitou este comportamento foi aquele
baseado no metal Cu(ll) (Figura 27). Estas unidades sensoras variaram linearmente com a

luminosidade da solucdo de NOR adicionada a membrana.

Tabela 20 — Valores das coordenadas de cor referente ao sensores de Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e

Mn(ll).
Espécie Conc. Log(C) Ton Sat Lum Ton+Lum

0 38,00 149,33+0,707 172,67 210,7

5,00x10° -4,30 36,33 167,33 179,00 215,3

5,00x10™ -3,30 31,00 207,00 137,00 168,0

Fe(lll) 1,00x10™° -3,00 26,33 208,33 137,33 163,7
2,00x10° -2,70 17,00 209,00 137,00 154,0

4,00x10° -2,40 4,67 161,33 127,33 132,0

2,00x10” -1,70 1,67 101,33+1,41 103,33 105,0
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Tabela 20 — Valores das coordenadas de cor referente ao sensores de Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e
Mn(ll) (cont.).

Espécie Conc. Log(C) Ton Sat Lum Ton+Lum
0 0,00 191,0+0,707 140,0+0,707 140,0
5,00x10™ -4,30 9,33 169,0+0,707 150,67 160,0
5,00x10'f‘ -3,30 9,0+0,707 168,33 128,33 137,3
Aluminon  1,00x10° -3,00 10,00 180,67 130,33 140,3
2,00x10° -2,70 6,33 114,67 121,67 128,0
4,00x10° -2,40 0,67 118,0+1,41 123,33 124,0
2,00x10* -1,70 233,33 151,67 124,33 357,7
0 107,7+0,707 98,710,707 203,70 311,3
5,00x10™ -4,30 106,30 63,00 216,00 322,3
5,00x10‘f‘ -3,30 107,00 100,00 206,00 313,0
Cu(ll) 1,00x10'f -3,00 105,70 106,00 200,00 305,7
2,00x10‘f -2,70 105,00 154,00 199,70 304,7
4,00x10° -2,40 103+0,707 163,70 185,70 288,7
2,00x10° -1,70 115,70 202,70 137,00 252,7
0 371,41 62+2,21 208+0,707 245,0
5,00x10™ -4,30 35,30 59+1,41 200,7+0,707 236,0
5,00x10™ -3,30 26,30 132,00 148+0,707 174,3
Mn(ll) 1,00x10° -3,00 24,70 132,00 156,00 180,7
2,00x10° -2,70 26+0,707 112+1,41 140,70 166,7
4,00x10° -2,40 26,00 129,00 143,00 169,0
2,00x10™ -1,70 27+0,707 105+1,41 146,00 173,0

y = -41,981x + 34,602
R = 0,9876

y =-18,66x + 79,345
R2=0,9476

® Ton+Lum ® Ton+Lum

y = -38,005x + 193,38 A\‘*H

R? =0,9325 y = 14,873x2 + 68,972x + 221,13
R2 = 0,9466

® Ton+Lum A Luminosidade

Figura 27 - Curva de calibracéo para o sensor de Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e Mn(ll), utilizando em
ordenada a tonalidade e luminosidade ou apenas a luminosidade.
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3.8. ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A aplicabilidade do método proposto foi averiguada através da aplicacdo do sistema
desenvolvido a andlise de amostras de aguas ambientais. A preparacdo de um array
sensores foi efectuada com base na tabela indicada de seguida. Para controlo, foram
testadas ao mesmo tempo, trés solu¢des padrdo de 1,00x10° M, 2,00x10° M e 5,00x10° M
e um branco. Os sensores tiveram 0S seguintes metais incorporados: Fe(lll), aluminon,
Cu(ll) e Mn(ll). As amostras foram dopadas com NOR para um teor final igual a cerca de
2,00x10° M e aplicadas sobre as membranas (Figura 28).

Tabela 21 - Preparacdo do sensor nas condicdes optimas
Amostras Fe(lll) Aluminon  Cu(ll) Mn(ll)
Metal (g) 0,538 0,486 0,497 0,479

PVC(g) 0,05 0,05 0,049 0,051
BES(g) 0,108 0,101 0,103 0,105
THF (mL) 2 2 2 2

A . QD e pod )

Figura 28 — Imagem da deposicdo de agua contaminada nas membranas desenvolvidas.

Para cada um dos sensores tragou-se uma curva de calibragédo. Os resultados obtidos (ver
Tabela 22 e Figura 29) foram manipulados ap6s aquisicdo da imagem digital, utilizando as
coordenadas do modo indicado anteriormente. A tabela 23 revela o gradiente formado para

cada um dos diferentes metais incorporados.

Tabela 22 - Valores das coordenadas de cor referente ao sensor de Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e Mn(ll).

Espécie Conc. Log(C) Ton Sat Lum Ton+Lum
0 36,67 110,00 156+0,707 192,7
1,00x10° -3,00 28,33 147,00 122,67+0,707 1510
Fe(ll) 2,00x10'z -2,70 20,67 169,670,707 112,00 132,7
5,00x10° -2,30 5,67 129,70 104,00 109,7
Amostra 1 22,0 207,7 108,7 130,7
Amostra 2 21,3 205+0,707 107,0 128,3

. G2 |
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Tabela 22 - Valores das coordenadas de cor referente ao sensor de Fe(lll), aluminon, Cu(ll) e Mn(ll)

(cont.).
Espécie Conc. Log(C) Ton Sat Lum Ton+Lum
0 237,33 126+1,41 95,33+0,707 332,7
1,00x10°° -3,00 237+0,707 113,67 86,33 323,3
Aluminon 2,00x10'z -2,70 238,67 106,33+0,707 89,67+0,707 328,3
5,00x10° -2,30 233,67 73,67 83+1,41 316,7
Amostra 1 239,0 136,7 88,0 327,0
Amostra 2 235,9 130,7 102,740,707 338,6
0 135,00 107,00 194,33 329,3
1,00x10°° -3,00 127+0,707 95,33 186,00 313,0
cu(ll 2,00x10'2 -2,70 119,33 83+2,12 172,33 291,7
5,00x10 -2,30 125,67 109,33+4,24 157,67 283,3
Amostra 1 119,7 116,3 173,7 293,4
Amostra 2 123+0,707 117+£2,12 177,7+0,707 300,7
0 142,00 57,33 196,330,707  338,3
1,00x10°° -3,00 141,33+1,41 31,33+3,53 199,30 340,7
Mn(ll) 2,00x10:§ -2,70 28,33+0,707 60+2,12 150+2,12 178,3
5,00x10 -2,30 22,67 56,33 139,33 162,0
Amostra 1 23,3+0,707 68,3+0,707  160,7+0,707 184,0
Amostra 2 26+1,41 56,7+0,707 166,70,707 192,7

Os resultados das andlises apresentados corresponderam sempre a média, de pelo menos,
trés leituras em cada sensor. A precisdo dos resultados foi calculada por intermédio do

desvio padrao correspondente.

Tabela 23 - Gradiente de colora¢do no array e amostras contaminadas com NOR.

Reagente 5,00x10°M 2,00x10°M 1,00x10°M Branco =~ Amostral  Amostra 2

.
Fe(lll)
e -.-. ..

cu(ll)

63 |
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Tabela 23 - Gradiente de colora¢do no array e amostras contaminadas com NOR (cont.).

Reagente 500x10°M 2,00x10°M 1,00x10°M Branco  Amostral  Amostra 2

Mn(I1)

y = 8,3821x + 345,13
R2=0,2521

./’/y:. 58,452x + 286,98

R2=0,9791

y = 43,027x + 410,74
R2=0,9721

y =506x2 + 2937,9x + 4421,8

Figura 29 - Curva de calibragdo para o array de sensores.

Pela equacédo da recta e através do valor da tonalidade e/ou luminosidade (Figura 29) para
as amostras 1 e 2 calculou-se a concentragdo com base em cada uma das membranas.
Relativamente ao Fe(lll) obtiveram-se as concentracdes 2,12x10° M para a amostra 1 e
1,93x10° M para a amostra 2, encontrando-se os dois valores muito proximo dos valores
reais. O desvio relativo foi igual a 10.0% para um erro relativo de 6.15% na amostra 1 e de
igual a 3.56% na amostra 2.

Para 0 sensor de aluminon obteve-se um R? muito reduzido (0,2521) assim também como o
declive (0,3821). Os valores de concentracdo obtidos foram iguais a 6,87x10° M para a

N
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amostra 1 e a 166,3x10° M para a amostra 2. Os resultados obtidos indicam que as
concentracdes das amostras nem sdo proximas uma da outra, nem sequer préoximas do
valor real. Apresentando um desvio relativo de 95.9% e um erro de 24.4% e de 82.22% para
as amostras 1 e 2 respectivamente.

No sensor de Cu(ll) incorporado, obtiveram-se valores para as concentragdes das amostras
1 e 2de 1,86x10° M e de 2,77x10° M respectivamente. Apresentaram um desvio relativo de
32.8% e um erro de 7% e de 38.5% para as amostras 1 e 2 respectivamente.

Para o Mn(ll) a equacdo que mais se ajustou a série de dados respectiva foi uma equacao
de 2° grau. Sendo assim os valores das concentracdes obtidas para as amostras 1 e 2
foram de 2,12x10° M e de 2,298x10° M, respectivamente, o que se podera dizer que s&o
muito proximas uma da outra e também muito proximas da concentracdo real. O desvio
relativo correspondente foi igual a 7.74% e o erro foi igual a 6.00% para a amostra 1 e
14.9% para a amostra 2.

Comparando os resultados obtidos para cada um dos sensores, podemos verificar que se
obtiveram para o sensor do Fe(lll) e o sensor de Mn(ll) valores de concentracdo muito
préximas das reais. Este sensores poderdo vir a ser aplicados numa base de rotina ao
controlo dos niveis de NOR aquando da sua aplicacéo no meio aquatico. E importante referir
gue seriam necessarios estudos adicionais, ou de optimizacdo do sensor, ou de pré-
concentracdo da amostra, para viabilizar a aplicacdo destes sensores ao controlo da

contaminacéo antimicrobiana do meio aquatico.

3.9. ANALISE TECNICO-ECONOMICA

A aplicacdo do método proposto na despistagem de NOR numa base de rotina pressupde
gue o seu custo seja reduzido. Neste sentido, é importante efectuar uma analise dos custos
inerentes a sua implementacao.

A realizagdo de uma calibracdo baseada em 3 padrfes de controlo e um branco e a analise
de 4 amostras pressupde a preparacao de 8 membranas, que perfazem no total o contetudo
de uma placa com 8 pocos. O custo associado a preparacao dessa placa seria igual a 1,383
€, considerando os valores estimados na Tabela 24. Para as solu¢gfes padrdo estima-se um
gasto 0,014 € de NOR (91 €/5g) pelo consumo da massa total de 8,14x10™ g de reagente na
aplicacdo de 150 pL de solugbes padrdo de 1x107°, 5x10° e 1x10° M. Neste sentido, o
conjunto de calibragéo e analise de 4 amostras pressupde um gasto de cerca de 1,4 €. O
custo associa a cada amostra seria, por isso, igual a 0,35 €. E importante referir que este

valor seria tanto menor quanto maior o numero de andlises efectuadas.
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Tabela 24 - Gastos de calibrac@o e andlise de 4 amostras

Membranas por placa

Reagentes Aquisicéo
Consumo Custo (€)

PVC 21€/250 g 0,025¢g 0,0021
BES 36 €/5 ml 0,050 g 0,2600
FeCl, 39 €/Kg 0,250 g 0,0098
THF 111 €/L 1,00 mL 0,1110
Placa 1 €/unidade 1 unidade 1,00

Total 1,383

Relativamente a pessoal analista, estima-se um gasto de cerca de 5 €, que envolve o tempo
de 30 minutos para a preparacdo da placa de 8 membranas e analise das 4 amostras. O
método proposto nao requer gastos de manutencao. Relativamente aos custos associados a
producédo de residuos considera-se dificil definir uma estimativa de gastos. A membrana foi
tratada como material descartavel mas a placa de 8 pocos poderia ser reutilizada.

Para este estudo ndo foram considerados consumos de agua e de luz jA que estes nao
apresentavam contadores separados dos restantes consumos realizados no laboratorio. Os
gastos gerais do edificio ou com o material de laboratério corrente também ndo foram
considerados pela auséncia de valores especificos para o laborat6rio em causa.

Esta metodologia ndo apresenta custos de manutencao jA que as membranas sao aplicadas
e descartadas apoOs a sua utilizacdo. Nao foram efectuados testes de recuperacdo do
sensor, mas pressupfe-se que a resposta da membrana a uma segunda amostra sera de
menor intensidade, por perda do reagente complexado na primeira medida. A aquisi¢cdo da
imagem por maquina fotogréafica digital podera, no futuro, ser substituida por uma tira de

comparagdo visual, equivalente a estratégia utilizada comercialmente para triagem do pH.
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O presente estudo permitiu a preparacdo de uma membrana sensora para deteccdo
Optica/visual da presenca de NOR. Entre varias espécies avaliadas, o Fe(lll) foi aquela que
complexou com o antibiético em maior intensidade, sendo esta complexacao na proporcao
de 1:1 e favorecida a pH 3.

A composicdo considerada mais adequada para a membrana sensora foi igual a 0,5 g de
catiao Fe(lll), 0,05 g de PVC, 0,10 g de BES (solvente mediador) e 2 mL de THF. Esta
composicao foi encontrada apds optimizacdo da quantidade da espécie metalica e do
tipo/quantidade de solvente mediador. A tonalidade + luminosidade promovida neste sensor
por solucdes padrao de NOR foi linear com o logaritmo da concentracdo do padréo.

A interferéncia de varios antibidticos, nomeadamente tetraciclina, sulfadiazina, a
clorpromazina, a enrofloxacina, o trimetoprim e a oxitetraciclina, ndo foi considerada
relevante, porque originavam cores diferentes da produzida pela NOR ou porque ndo se
complexavam com o metal numa extensdo que permitisse visualizar essa reacgao.

Foi possivel constituir um array de sensores através da replicagdo das membranas
seleccionadas com base noutras espécies complexantes. A aplicacdo deste conjunto a
andlise de amostras de &aguas ambientais foi efectuada com sucesso no caso de
membranas com as espécies Fe(lll) e Mn(ll).

Em suma, o método proposto permitiu a despistagem rapida e eficaz da presenca de um

antibiético, permitindo ainda o seu doseamento a um baixo custo. Numa perspectiva de
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rotina, este método relevou-se muito mais rapido e mais barato do que os demais métodos

descritos na literatura para este efeito.

Outros estudos complementares consideram-se, porém, relevantes, no sentido de optimizar
diversos aspectos dos sensores aqui descritos, nomeadamente:

(i) Avaliar com mais detalhe o efeito de interferéncia dos varios antibiéticos no sensor de
manganés

(i) Procurar mais espécies capazes de formar complexos corados com a NOR a
concentragdes inferiores de analito

(ii) Constituir um array baseado num maior nimero de reacgdes no sentido de aumentar a
exactiddo das amostras.

Estes estudos fazem parte das perspectivas futuras deste trabalho.
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