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Resumo 
 
 

A oxitetraciclina é um dos antibióticos mais usados no tratamento de 
peixes de aquicultura na Europa. A presença de elevadas quantidades 
deste antibiótico em águas de aquicultura pode levar à contaminação dos 
recursos hídricos e ao aparecimento de resistência bacteriana. O 
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sensor de massa 
para detetar a oxitetraciclina (OTC) nas águas da aquicultura, tendo por 
base os cristais de quartzo piezoelétricos (QCM) com polímeros 
molecularmente impressos (MIP) como elemento de reconhecimento.  
Sintetizaram-se quatro polímeros molecularmente impressos (MIP-1, 
MIP-2, MIP-3, MIP-4) descritos na literatura para a deteção da OTC. Para 
imobilizar os MIPs na superfície do cristal de quartzo, estes foram 
introduzidos numa membrana de PVC e plastificante, dissolvida em 
tetrahidrofurano (THF), que posteriormente foi colocada na superfície de 
ouro do elétrodo do cristal piezoelétrico. Os cristais depois de revestidos 
e secos foram avaliados num sistema de injeção em fluxo (FIA). A injeção 
de soluções padrão com diferentes concentrações da oxitetraciclina e 
dos seus possíveis interferentes, permitiu construir as várias curvas de 
calibração e estudar o comportamento do sensor. O objetivo era 
perceber qual o polímero molecularmente impresso que melhor se 
adequa para a deteção da OTC.  
Os sensores revestidos com o MIP-1 e o MIP-2 foram os que se 
mostraram ser mais seletivos para a OTC face à tetraciclina (TC), à 
ciprofloxacina (CIP), à enrofloxacina (ENR) e ao ácido oxolínico (AO). No 
entanto o MIP-2 respondeu mais ao NaCl do que o MIP-1, o que torna a 
sua aplicação desaconselhada em águas estuarinas 
O sensor revestido com o MIP-1 apresenta uma sensibilidade para a 
OTC em tampão HEPES de 502275 Hz L mol-1, um limite de 
quantificação (LOQ) de 4,91 ppm e um limite de deteção (LOD) de 1,47 
ppm. Contudo estes valores podem ser otimizados no futuro, otimizando 
o revestimento do sensor, na quantidade, disposição de MIP e o modo 
como este se encontra incorporado do PCV. 
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Abstract 
 

Oxytetracycline is one of the most widely used antibiotics in the treatment 
of aquaculture fish in Europe. The presence of high amounts of this 
antibiotic in aquaculture waters can lead to contamination of water 
resources and the appearance of bacterial resistance. The main goal of 
this work was the development of a mass sensor to detect oxytetracycline 
(OTC) in aquaculture waters, based on piezoelectric quartz crystals 
(QCM) with a molecularly imprinted polymers (MIP) as a recognition 
element. 
Four molecularly imprinted polymer (MIP) recipes existing in the 
literature, for OTC measurement were synthesized (MIP-1, MIP-2, MIP-
3, MIP-4). These four MIP were immobilized on the surface of the quartz 
crystal, by introduced them into a plasticized PVC membrane dissolved 
in tetrahydrofuran (THF), which was later placed on the gold surface of 
the piezoelectric crystal electrode. The crystals, after being coated and 
dried, were evaluated in a flow injection system (FIA). The injection of 
standard solutions with different concentrations of oxytetracycline or 
possible interfering compounds, allowed to build the various calibration 
curves and study the behaviour of the sensor. The goal was to 
understand which molecularly imprinted polymer best suits for OTC 
detection. 
The sensors coated with MIP-1 and MIP-2, were the ones that proved to 
be more selective for OTC compared to the possible interfering 
compounds, tetracycline (TC), ciprofloxacin (CIP), enrofloxacin (ENR) 
and oxolinic acid (AO). However, MIP-2 responded more to NaCl than 
MIP-1, which discourages its application in estuarine waters. The sensor 
coating with MIP-1, has an OTC sensitivity in HEPES buffer of 502275 
Hz L mol-1, a quantification limit (LOQ) of 4,91 ppm and a detection limit 
(LOD) of 1,47 ppm. These values can be optimized in the future, 
optimizing the sensor coating, in quantity, disposition on the quartz crystal 
and the way it is incorporated in the PVC. 
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1 – Introdução 

Esta secção do trabalho tem como foco contextualizar o problema, introduzir conceitos e 

técnicas que irão ser utilizadas ao longo deste trabalho. 

1.1 - Aquicultura 

Com o aumento da população global, prevendo-se que atinja os 9 biliões em 2050, surge a 

necessidade de assegurar alimento para todas as pessoas [1], [2]. Globalmente o peixe representa 

aproximadamente 16,6 % da oferta de proteína animal e 6,5% de toda a proteína para consumo 

humano. Desta forma, a aquicultura tem ganho grande importância pois satisfaz as necessidades e 

evita a pesca intensiva de algumas espécies [1], [2], estimando-se que até ao final de 2030 

aproximadamente 2/3 dos alimentos de origem aquática sejam criados pelo Homem [3]. 

Segundo a Direção-Geral de Recursos Naturais, Segurança e Serviços Marítimos (DGRM), a 

aquicultura é definida como criação ou cultura de organismos aquáticos, desde peixes, algas, 

crustáceos, répteis, anfíbios e molúsculos, pressupondo a intervenção humana no processo de 

produção [4], [5]. O principal objetivo da aquicultura é recorrer a técnicas que visem o 

aproveitamento dos recursos disponíveis para maximizar a produção, e assim satisfazer a procura. 

Segundo um relatório da FAO (Food and Agriculture Organization) sobre o estudo da pesca e 

aquicultura em 2018, no mundo, a média anual do consumo de peixe é a mais elevada já registada, 

e superou o consumo de carne produzida a partir de bovino, ovino, suíno e aves [6], [7]. 

Na Europa, a aquicultura representa aproximadamente 20% da produção de peixe e tem vindo 

a aumentar [4], [5]. As espécies mais produzidas por esta técnica são os bivalves e outros 

molúsculos, seguidos pelo salmão.  

Em Portugal, a produção de organismos aquáticos através da aquicultura, segue o mesmo 

panorama Europeu. Por exemplo, no ano de 2017 registou-se um aumento de 11,5% na produção 

em aquicultura comparada com o ano anterior. Segundo o plano estratégico português para a 

aquicultura (2014-2020), prevê-se um aumento da capacidade produtiva de 25 000 toneladas, até 

2023 [3]. 

1.1.1 - Tipos e regimes da aquicultura 

A aquicultura pode ser classificada segundo o tipo de estabelecimento, o tipo de água e o 

regime de exploração [3]. O tipo de estabelecimento pode ser dividido em unidades de produção e 

de engorda. Tal como os nomes indicam, as primeiras são utilizadas para criar os ovos, larvas, 

juvenis ou esporos, que posteriormente seguem para as unidades de engorda, onde ocorre o 

crescimento e engorda dos mesmos. As unidades de engorda podem ainda ser classificadas de 

acordo com a sua localização, à superfície da água, no leito do mar ou rio, ou em terra sendo 
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flutuantes, em viveiros ou em tanques, respetivamente. Em relação ao tipo de água, a aquicultura 

pode ser classificada como aquicultura de água doce, marinha ou salobra, consoante o nível de 

salinidade. 

Segundo o regime de exploração, a aquicultura pode ser classificada como extensiva, semi-

intensiva e intensiva [8]. O regime extensivo de produção recorre à utilização das condições 

naturais disponíveis e utiliza uma alimentação exclusivamente natural. O regime semi-intensivo 

recorre à reprodução artificial e à alimentação natural com auxílio de suplementos alimentares 

artificiais, para otimizar o crescimento e aumentar o rendimento. O regime de exploração intensivo 

é um sistema com grande densidade de produção, mais de 200 Ton/ano, que recorre à alimentação 

por ração (artificial) e utiliza um grande volume de água [9]. Pode ser praticado em circuitos abertos 

(flow through) bem como em circuitos semifechados e fechados (sistemas de recirculação e reuso 

de água). Nos circuitos abertos, a água fresca entra no sistema para as unidades de cultura e segue 

para as unidades de descarga da água [9]. Nos sistemas de reutilização de água são utilizados 

normalmente vários tanques seguidos, de forma a que a água fresca entre no primeiro tanque e 

prossiga para o seguinte por gravidade. Nos sistemas de recirculação de água ou circuitos fechados, 

são requeridas menores quantidade de água que nos anteriores, mas são mais exigentes 

tecnologicamente. Nos sistemas fechados a água sofre processos de tratamento antes de reentrar 

nos tanques de produção [10]. Os principais processos de tratamento são: ozonização, filtração, 

nitrificação e fotodegradação. O processo de ozonização consiste na desinfeção da água com ozono 

enquanto a nitrificação é um género de filtração realizada em bio filtros, onde a amónia, que é muito 

toxica, é convertida em nitrato [10]. A fotodegradação é um processo complementar à ozonização 

que consiste na degradação de contaminantes. Pode ainda sofrer processos de aeração com o intuito 

de aumentar a quantidade de oxigénio na mesma. 

1.2 - Antibióticos  

Na Europa, em 2012, foram consumidos 3400 toneladas de antibióticos para o uso humano 

e veterinário, uma média de 130,8 toneladas por país [11], [12]. Em Portugal, no ano de 2012 foram 

consumidos cerca de 239,5 toneladas de substância ativa, dos quais 83,0 toneladas para a medicina 

humana e 156,5 toneladas para a medicina veterinária. 

Os antibióticos são definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o 

crescimento ou causar a morte de bactérias [13]. Estes podem ser classificados com base: 

• No espectro atividade, como sendo de amplo ou pequeno espectro, consoante a quantidade 

de espécies que são eficazes; 

• No mecanismo de ação como bactericidas, quando causam a morte da bactéria ou como 

bacteriostáticos, quando inibem o seu crescimento; 
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• Na sua estrutura química, dividindo-se em classes, onde geralmente os antibióticos que 

pertencem a mesma classe tem um mecanismo de ação e espectro de atividade semelhante. 

A Tabela 1 apresenta as principais classes de antibióticos existentes [14]–[16]. O 

crescimento da aquicultura, tem sido acompanhado pelo aumento da aplicação de antibacterianos 

[4], [17]. 

Os antibióticos na aquicultura podem ser administrados de três formas distintas: por 

injeção, por banho de imersão e por via oral, sendo esta última a preferida [4], [18]. Na Tabela 2, 

estão apresentadas as principais características destas três formas de administração. A utilização de 

antibióticos na aquicultura está associada à prevenção e ao tratamento de doenças em peixes e 

invertebrados, e surge como consequência da redução das defesas associada a uma cultura com 

elevada densidade. As quinolonas e as tetraciclinas são os antibacterianos mais amplamente 

administrados. A utilização de antibióticos na aquicultura não é necessariamente um aspeto 

negativo, uma vez que assegura a qualidade e segurança dos organismos e a saúde dos 

consumidores. No entanto o uso abusivo e inapropriado destes, tem um impacto negativo, 

originando dois grandes problemas ambientais: a contaminação dos recursos híbridos e o 

aparecimento de resistência bacteriana [4], [6], [17]. 

Tabela 1 - Principais classes de antibióticos existentes, a sua classificação e mecanismo de ação [14]–[16]. 

Classe de 

antibióticos 
Classificação Mecanismo 

Tetraciclinas Bacteriostáticos 

Inibe a síntese proteica, impedindo a ligação RNA 

transportador ao complexo formado pelo RNA 

mensageiro. Impede o crescimento 

Quinolonas 

Fluoroquinolonas 
Bactericida 

Impede a replicação do DNA, inibindo a ação das 

subunidades “A” da DNA- girasse, enzima que atua na 

divisão celular. 

A inibição da enzima descontrola a síntese do mRNA 

mensageiro e proteínas levando à morte. 

Sulfonamidas Bacteriostáticos 

Inibe competitivamente a síntese proteica, impedindo que 

o DNA bacteriano seja replicado e as proteínas sejam 

sintetizadas. 

Aminoglicosídeos Bactericida 
Inibe a síntese proteica, ligando-se a subunidade 30S do 

ribossoma 

Macrolídeos 
Bacteriostáticos 

ou bactericida 

Inibe a síntese proteica, impedindo a ligação do RNA 

transportador. Em pequenas doses tem uma ação 

bacteriostática e em doses elevadas bactericida 

Beta-lactâmicos Bactericida Inibem a síntese da parede celular das baterias 
7 
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Tabela 2 - Métodos de administração dos antibióticos na aquicultura e suas principais características [4], [19], 

[20]. 

 

1.2.1 - Antibióticos permitidos 

O uso de antibióticos na aquicultura na Europa está sujeito a legislação. Cabe às agências 

de medicamentos de cada país, em conjunto com a Agência Europeia de Medicamentos (EMA) e à 

Comissão Europeia, a regulamentação de medicamentos para uso humano e veterinário no espaço 

económico Europeu [21], [22]. Atualmente existem 304 produtos veterinários médicos autorizados 

na União Europeia, sendo que 29% dos produtos autorizados são antibióticos [23]. Na Tabela A1, 

em anexo, estão representados os antibióticos utilizados como agentes ativos utilizados para peixes 

na Europa [22]. Na Europa, cerca de 86,65% dos medicamentos utilizados em animais para a 

produção de alimento, como os peixes, são compostos apenas por um agente ativo, sendo que a 

maioria dos medicamentos para peixes são destinados ao salmão e à truta de arco-íris. Em Portugal 

o hidrocloreto de oxitetraciclina é o mais utilizado para peixes. 

1.2.2 - Antibióticos no meio ambiente 

A utilização de antibióticos é uma prática comum nos dias de hoje, sendo extensivamente 

utilizados na medicina humana , veterinária e na aquicultura [24], [25]. A sua ampla utilização 

associada com o uso abusivo e inapropriado, a elevada taxa de antibiótico não metabolizado (cerca 

25-75% dos antibióticos administrados são excretados de forma inalterada pelos organismos, 

permanecendo inalterados e ativos)[26], e ainda a ineficácia dos tratamentos para eliminar os 

antibióticos nas Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARS) leva ao aparecimento de 

quantidades residuais no ambiente, na ordem dos µg/L e ng/L [27]. Na aquicultura, cerca de 30% 

dos antibióticos administrados via oral não são consumidos, isto associado à taxa não metabolizada 

resulta em que aproximadamente 80% dos antibióticos administrados entram no meio ambiente 

com a sua atividade intacta [4], [26]. Na Figura 1, estão apresentadas algumas das possíveis rotas 

dos antibióticos no meio ambiente. Estas quantidades residuais no ambiente podem vir a contaminar 

Características 
Formas de administração 

Injeção Banho de imersão Oral 

Mão de obra Elevada Baixa Baixa 

Tempo Elevado Médio Baixo 

Eficiência da 

dosagem 
Muito eficaz Pouco eficaz Pouco eficaz 

Quantidade de 

fármaco a utilizar 
Baixa Elevada Médio 

Custo Elevado Muito elevado Médio 

Utilização 
Pouco 

frequente 

Pouco frequente para tratamento de 

doenças. Muito frequente como 

marcador. 

Muito 

frequente 
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águas superficiais e profundas por via direta ou de forma indireta por escoamento superficial, 

lixiviação e dessorção de solos e sedimentos, podendo vir a alcançar a água potável [1], [28], [29]. 

O comportamento e o destino dos antibióticos no meio ambiente depende das condições 

ambientais e de algumas propriedades destes, tais como [1]; da estrutura molecular da molécula, da 

polaridade, da constante de ionização, solubilidade em água, do coeficiente de partição octanol-

água (Kow), do coeficiente de sorção ou distribuição sólido água (Kd), volatilidade e persistência. 

Antibióticos, como as fluoroquinolonas e as tetraciclinas, que apresentam coeficientes de partição 

octanol-água baixos, são relativamente hidrofílicos e tendem a apresentar uma alta solubilidade em 

água. Estes antibióticos tendem ainda a formar complexos com iões divalentes, como o Ca2+ e Mg2+ 

e a ser absorvidos em solos e sedimentos, levando à sua persistência no ambiente [30]. Esta é uma 

das maiores preocupações com estas duas classes de antibióticos, uma vez libertados nas águas 

superficiais são acumuladas nos solos e nos sedimentos, atrasando a sua degradação e prolongado 

o contacto com os microrganismos, favorecendo assim o aparecimento da resistência bacteriana.  

 

 

 

 

Figura 1 - Origem e possíveis rotas dos fármacos no ambiente (adaptado de Kummerer 2003 [28]). 

Na Tabela 3, encontram-se algumas das concentrações da oxitetraciclina encontradas no 

ambiente, na Europa. 

 

Tabela 3 - Concentrações da oxitetraciclina no ambiente, encontradas na Europa. 

Concentração média Matriz País Referência 

11,9 ng/L Águas superficiais Portugal [1] 

15,7 ng/L Rio Douro Portugal [1] 

305 ng/Kg solo Alemanha [30] 

32 ng/L Água superficiais Alemanha [30] 

340 ng/L Águas superficiais Alemanha [26] 

19,2 ng/L Águas superficiais Alemanha [26] 

4,49 ng/L Águas superficiais Inglaterra [31] 

41 ng/L Águas superficiais Espanha [31] 

1,1 ng/L Águas superficiais Itália [31] 

Aquicultura Medicina 

Humana  

Medicina veterinária  

solo 

Águas de superficiais 

Estrume 

Lamas 

Indústria 

produz 

Águas de subterrâneas 

ETA 

Pequena parte 

Água potável 

Resíduos/lixo doméstico  

Os antibióticos podem ser aplicados: 

ETAR 
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1.3 - A Oxitetraciclina 

A oxitetraciclina (OTC) ou (4 S, 4 a R, 5 S, 5 a R, 6 S, 12 a R) -4- (dimetilamino) -

1,5,6,10,11,12 a - hexa - hidroxi -6-metil-3, 12-dioxo-4,4 a, 5,5 a -tetra-hidrotetraceno-2-

carboxamida (nome IUPAC - União Internacional de Química Pura e Aplicada) [32] é um 

antibiótico da classe das tetraciclinas (Figura 2) [33]. As tetraciclinas constituem um grande grupo 

de antibióticos que é obtido por fermentação de fungos que atuam sobre bactérias gram positivas e 

gram negativas [34]. A oxitetraciclina é um derivado das tetraciclinas, um dos mais utilizados na 

aquicultura na Europa, e o mais utilizado em Portugal [10], [35].Foi a segunda da sua classe 

(tetraciclinas) descoberta em 1950 por Alexander Finlay em amostras de solo, comercialmente 

chamada de terramicina, sendo produzida a partir do processo de fermentação da actinomicetos 

Streptomyces rimosus [36]. 

A oxitetraciclina apresenta-se como um pó cristalino amarelo, inodoro, higroscópio, de 

sabor amargo e muito reativo. Atualmente é comercializada sob a forma de hidrocloreto de 

oxitetraciclina (C22H25ClN2O9) [32]. Ao contrário da oxitetraciclina que é pouco solúvel em água, 

o hidrocloreto de oxitetraciclina é solúvel em água, apresentando uma solubilidade de 

3,13x102mg/L a 25ºC [10]. Na Tabela 4 estão representadas algumas das propriedades do 

hidrocloreto de oxitetraciclina. 

Tabela 4 - Algumas propriedades do hidrocloreto de oxitetraciclina. 

Estrutura molecular C22H24N2O9.HCl [32] 

CAS 2058-46-0 [32] 

Classe Tetraciclinas [10] 

Massa molecular 496,9 g.mol-1 [32] 

Ponto de fusão 180 ºC [37] 

Constante da lei de Henry (KH) 3,91 × 10−26 atm m3 mol -1 [38] 

Log Kow -1,12 [38] 

Valores de pKa 

pka1 = 3,22; pka2 = 7,46; pka3 = 8,94 

pka1 = 3,3; pka2 = 7,3; pka3 = 9,1 

pka1 = 3,57; pka2 = 7,49; pka3 = 9,88 

[39] 

[40] 

[41] 

   

Figura 2 - Estrutura química da OTC; i- sistema tricarbonilo; ii- sistema de dicetona fenólica; iii- 

grupo dimetilamina (adaptada de AliAbadi 1998 [33]). 
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1.3.1 - A oxitetraciclina em solução aquosa 

O comportamento da oxitetraciclina em solução depende do pH da solução e da 

composição da mesma. O pH influencia o estado de protonação e o espectro de absorção. O espectro 

de absorção altera da zona do vermelho do visível entre 740-625 nm para a zona do visível entre 

320 e 450 nm com o aumento do pH [14], [31], [42]. As Figuras 3 e 4 apresentam o esquema do 

estado de protonação [9], [10], [41], [43]: a OTC existe na forma de catião a pHs inferiores ao valor 

de pKa1 = 3,57 e sobre a forma de anião para pHs superiores a pKa2 = 7,49; para pHs entre 

pKa1 = 3,57 e pKa2 = 7,49 a OTC tem um carácter neutro e um comportamento anfotérico; na 

forma de anião, a OTC pode apresentar, 1 carga negativa a pHs compreendidos entre pKa2 = 7,49 

e pKa3 = 9,44 e 2 cargas para pHs superiores a pKa3 = 9,44. A elevada densidade eletrónica nos 

anéis quando predominam as cargas negativas atrai muitas espécies reativas como OH. Nos 

sistemas aquáticos o pH varia ente 6,0 − 9,0, apresentando-se a OTC sob a forma de anião ou 

neutra [9], [10]. 

No que se refere à composição, a oxitetraciclina pode formar complexos com iões di e 

trivalentes como Ca2+, Mg2+, Zn2+, Cu2+, Co2+, Hg2+, Ni2+, Fe3+,  e Al3+ [13], [14], [42]. Destes, 

é particularmente favorecida a ligação da oxitetraciclina com os iões de cálcio e magnésio. Isto 

porque estes iões apresentam constantes de ligação com a OTC superiores aos restantes iões, e são 

mais abundantes nas águas, do que os restantes. A formação de complexos com estes iões depende 

do pH, sendo favorecida a pH elevados, quando a OTC se encontra mais desprotonada. Existem 

ainda estudos que comprovam uma maior afinidade para o ião magnésio do que para o ião de 

cálcio [44]. A maioria dos complexos com a OTC e os iões metálicos são considerados insolúveis 

em água na razão de 1: 1 mas solúveis em razões vestigiais.  

Figura 4 - Representação gráfica do estado de 

protonação da OTC (adaptada de Peng 2014, 

[43]). 

Figura 3 - Representação esquemática do estado de 

protonação da OTC (adaptado de Shaojun 2008 [41]). 
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1.3.2 - Formas de utilização da oxitetraciclina  

O hidrocloreto de oxitetraciclina é utilizado para o tratamento de doenças bacterianas em 

peixes como salmonídeos, peixe-gato do canal, linguado (Solea), pregado, dourada (Sparus aurata), 

robalo (Dicentrarchus labrax), enguia europeia, carpa comum e Tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus).  Habitualmente administrada por via oral a OTC interage com o mRNA, inibindo a 

síntese de proteínas ao nível da transdução [10], [34]. A dose diária recomendada média é 75 mg/kg 

[10] de peso de peixe e o máximo administrado por dia é 250 mg/kg de peso de peixe. Um dos 

grandes problemas do hidrocloreto da oxitetraciclina é que é pouco absorvida pelos peixes e 

apresenta uma biodisponibilidade menor que 10% [9]. Isto significa que uma grande parte do que 

é administrado por via oral não é absorvido, sendo excretada intacta, pelas fezes, urina e fluido 

biliar do peixe. A libertação da OTC dos peixes para a água inicia e termina 2 dias após o início e 

o fim do tratamento, respetivamente [9]. 

O hidrocloreto de oxitetraciclina é também utilizado como marcador de estruturas dos 

peixes, com o intuito de avaliar as ações de armazenamento bem como a idade e o crescimento dos 

mesmos [42]. Quando utilizada para este fim a oxitetraciclina liga-se aos tecidos calcificados dos 

peixes exibindo florescência quando exposta a luz ultravioleta (UV). É frequentemente 

administrada por banhos de imersão, que podem variar em tempo, de 6 a 24 h, e em concentração 

de 0 a 750 mg/L. A marcação com OTC é um processo eficiente para o armazenamento de peixes, 

uma vez que permanece por mais de 4 anos no peixe [42]. 

Tendo em conta as doses administradas, e uma densidade de produção de 25 Kg/m3 , 

estima-se que nas águas da aquicultura existam entre 1,88 mg/L-6,25 mg/L de OTC [10]. 

1.3.3 – Degradação da oxitetraciclina  

  A oxitetraciclina pertence à classe das tetraciclinas, e como tal, apresenta um 

comportamento semelhante a todos os compostos desta classe. As tetraciclinas são suscetíveis de 

fotodegradação e degradam-se também com o aumento de temperatura [31], [41]. 

  A fotodegradação ou fotólise é favorecida quando a OTC se encontra sobre a forma de 

anião e inibida quando este se encontra sobre a forma de catião. Apresenta uma cinética de primeira 

ordem em relação ao pH, na medida que com o aumento de pH também aumentam as constantes 

cinéticas, ou seja, a fotólise da OTC melhora com o aumento do pH [41], [42]. 

Nas condições normais das águas superficiais, o pH varia entre 6,0-9,0 [45], a temperatura 

entre   18-25ºC, e o tempo de meia vida da OTC quando exposto à luz solar é de 2,7-6,5 dias [35]. 

Nestas condições de pH, a OTC encontra-se na forma anfotérica, atravessando membranas com 

maior facilidade. Como resultado, a absorção da OTC nos organismos aquáticos é favorecida. A 

estas condições, a OTC é também bem absorvida pelos sedimentos, permanecendo ativa nestes por 

longos períodos, libertando-se lentamente e sendo a sua degradação retardada.  
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1.4 - Métodos de deteção de antibióticos em água. 

A análise de antibióticos na água apresenta-se como uma tarefa difícil, devido à elevada 

complexidade das matrizes analisadas e às baixas concentrações nas quais os compostos alvos estão 

presentes no meio aquático (na ordem dos ng/L). Desta forma, para os detetar, são necessários 

métodos muito sensíveis, adequados para a monitorização desses analitos em níveis baixos de 

concentrações, rápidos e fáceis de aplicar. Os métodos de deteção de antibióticos em água dividem-

se em duas fases essenciais, uma inicial de pré-tratamento da amostra e uma segunda fase que 

consiste na análise analítica [24]. 

A etapa de pré-tratamento da amostra engloba a remoção de interferentes, o ajuste do pH, 

a adição de um agente quelante seguida da extração em fase sólida e preparação para a etapa 

seguinte. A extração em fase sólida (SPE do inglês Solid Phase Extraction) é o método mais comum 

para a remoção de interferentes, porque requer menos trabalho e tempo, e baixos volumes de 

solvente, alcançando uma maior seletividade e reprodutibilidade para a extração de múltiplos 

compostos de matrizes aquosas. No entanto, este método, é demorado, não facilitando a 

monitorização em tempo real e nem sempre permitindo uma recuperação total do analito. Nos 

últimos anos surgiu uma nova alternativa aos sorventes usuais, a extração em fase sólida com 

impressão molecular (MISPE do inglês Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction) [11], [46]. 

Esta técnica recorre a polímeros molecularmente impressos (MIP) para otimizar o uso de sorventes 

na SPE. A utilização de polímeros molecularmente impressos aumenta a seletividade e permite uma 

melhor limpeza da amostra antes da análise, removendo eficientemente os contaminantes presentes 

na matriz da amostra. A utilização de métodos com base na impressão molecular pode diminuir o 

tempo de análise e diminui a quantidade de solventes usados, no entanto apresenta alguns 

problemas que inclui, taxas de recuperação do analito baixas e na seleção do solvente, sendo 

necessário melhoramentos. Alguns estudos foram realizados com esta técnica para antibióticos 

como as tetraciclinas, sulfonamidas, macrolídeos e fluoroquinolonas [47]–[49]. 

Após a etapa de pré-tratamento, os métodos analíticos convencionais para a determinação 

de antibióticos em água incluem uma separação. A técnica de separação preferida é a cromatografia 

líquida (LC), devido à reconhecida capacidade de atingir alta seletividade, simplicidade de 

execução e a possibilidade de atingir valores baixos de limites de deteção. A LC permite o 

acoplamento a vários detetores incluído o de rede de fotodíodos (PDA), de fluorescência (FD), 

ultravioleta (UV) ou à espectrometria de massa (MS). Apenas a LC-MS permite detetar as 

concentrações vestigiais dos antibióticos nas águas. O sucesso desta técnica deve-se à elevada 

eficiência na separação dos componentes de misturas complexas, associada à elevada sensibilidade 

e seletividade da deteção/quantificação por MS [50]–[53]. Na Tabela 5, encontram-se alguns 
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estudos realizados com os métodos analíticos convencionais, para a deteção dos antibióticos, 

nomeadamente da OTC em água. 

Contudo, estes métodos apresentam inúmeras desvantagens, tais como: uso de 

equipamentos caros com custos de manutenção também elevados, como a MS, e exigir solventes 

na aplicação de técnicas de cromatografia, que para além de dispendiosos apresentam elevada 

toxicidade para os seres vivos e o ambiente. Além disso, requer ainda mão de obra especializada. 

Por conseguinte os métodos convencionais não são os mais adequados para o controlo de rotina, 

pela impossibilidade de análises rápidas, a baixo custo e com baixo impacto ambiental.  

A busca de métodos mais adequados para o controlo de rotina, levou ao aparecimento em 

2008 e posteriormente em 2019, de sensores óticos acoplados à espectrometria de UV-Vis, para a 

deteção da OTC (ver Tabela 6). O primeiro sensor recorria a solventes como o metanol, enquanto 

o segundo utilizava apenas água, uma melhoria significativa na redução do impacto ambiental. 

Ambos os métodos são rápidos, simples e baratos pois não requerem equipamentos especializados, 

contudo, o primeiro apresenta a desvantagem de usar um solvente orgânico e o segundo apresenta 

uma gama de linearidade muito pequena, entre 1 e 5 ppm, o que pode limitar o seu uso nas águas 

de aquicultura. 

 

Tabela 5 - Estudos realizados para a deteção da OTC em água, nos últimos anos. 

Antibióticos Técnica Limites de deteção Referência 

CIP/OTC UHPLC-MS 10-250 ng/L [54] 

Tetraciclinas SPE c/ LC/MS 1-20 ng/L [55] 

Tetraciclinas MISPE c/ LC/MS 
0,002-10 µg/mL (OTC) 

0,01-10 µg/mL (outras) 
[56] 

Tetraciclinas SPE c/ HPLC 0,7-6 µg/L [57] 

Tetraciclinas SPE c/ LC/PDA 0,7-3,5 ng/mL [58] 

OTC LC/MS 2 ng/L – 68 µg/L [59] 

Tetraciclinas 

Quinolonas 
SPE c/ LC/MS 210 ng/L – 0,47 µg/L [60] 

Tetraciclinas SPE c/ LC/MS 0,1 µg/L [61] 

ENR/CIP/OTC SPE c/ HPLC- MS 4-6 ng/L [62] 

Tetraciclinas SPE c/ HPLC 10 µg/L OTC) [63] 

Tabela 6 - Sensores óticos desenvolvidos para determinar a OTC em água de aquicultura, nos últimos anos 

.[64] 

Sensor ótico 2008 2019 

Solvente de OTC metanol água 

Sensibilidade 0,0433 abs/ppm 0,01 abs/ppm 

Linearidade R2=0,9989 R2=0,9892 

Limite de deteção 0,5 ppm  0,54 ppm 

Gama de linearidade 5,0-4,0 ppm 1,0-5,0 ppm 
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No entanto, em 2010 foi desenvolvido outro método para detetar a OTC com recurso a 

sensores químicos, neste caso, sensores potenciométricos [65]. Este estudo tinha como finalidade 

a deteção de vários antibióticos, entre os quais a OTC em urina, e apresentava limites de deteção 

de 19,8 µg/mL e sensibilidade de 64,7 mV, não apresentando sensibilidade suficiente para detetar 

a OTC em águas de aquicultura. 

Da análise dos sensores já existentes para detetar a OTC, podemos então concluir que ainda 

há necessidade de desenvolver novos sensores, mais sensíveis e com gamas de linearidade maiores, 

que permitam a sua utilização com sucesso em águas de aquicultura.  

1.5 - Sensores de massa 

Um sensor químico, segundo a IUPAC, é um dispositivo químico que transforma 

informação química num sinal analítico útil [66].  

Os sensores químicos incluem duas partes fundamentais, um recetor e um transdutor [66]. 

O recetor ou camada sensível/reconhecimento, é a parte sensível a uma determinada característica 

do sistema, que define a seletividade do sensor, enquanto que o transdutor é a parte responsável por 

converter essa informação num sinal analítico mensurável. Os sensores químicos são classificados 

segundo o mecanismo de transdução em óticos, eletroquímicos, elétricos, de massa, magnéticos e 

térmicos.  

Neste trabalho irei focar-me nos sensores químicos de massa. Este tipo de sensores, 

transformam uma alteração da massa na superfície recetora numa alteração de uma propriedade do 

recetor, e têm como base o efeito piezoelétrico [66]. Estes podem ser classificados segundo o tipo 

de onda, podendo ser, de onda acústica de massa (bulk acoustic wave-BAW) ou de onda acústica 

de superfície (surface acoustic wave- SAW) [67]. A principal diferença entre estes, é a propagação 

da onda, que no primeiro ocorre no interior do material piezoelétrico e no segundo à superfície.   

Usualmente o conceito de sensor de químico de massa com base no efeito piezoelétrico, ou 

sensor de massa piezoelétrico, surge associado aos cristais de quartzo. Os cristais de quartzo 

pertencem a uma das classes de materiais que apresentam piezoeletricidade. Segundo a IUPAC, a 

piezoelectricidade é uma propriedade que só está presente em materiais sem centro de simetria, 

orgânicos e inorgânicos e é definida como a capacidade de quando aplicado uma tensão mecânica, 

uma força externa, se obter uma polarização elétrica, e vice-versa. Quando a polaridade da 

perturbação mecânica varia, varia também a polaridade do campo elétrico gerado [68]. Por outras 

palavras, um cristal quando ativado por uma carga elétrica, vibra mecanicamente por um curto 

período [69]. Esta vibração cria uma frequência, que é possível medir através de um 

frequencímetro.  
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Os corpos piezoelétricos, podem ser modelados por um circuito equivalente. Na Figura 5 

[70] é apresentado o modelo de um circuito equivalente para 

cristais piezoelétricos proposto por Van Dyke, onde o 

condensador em paralelo (C0) representa a capacidade entre 

os elétrodos do cristal e os fios que fazem as ligações, o 

condensador em série (C1) representa a energia elástica 

armazenada no cristal, a indutância (L1) da bobine representa 

a medida de inércia relacionada com a massa em vibração e, 

por fim, a resistência (R1) que corresponde à perda da energia 

mecânica dissipada através do meio. A impedância é a razão entre a tensão aplicada no cristal e a 

corrente que o atravessa. Algumas características provenientes desta propriedade são a frequência 

a impedância mínima (fmin), a frequência a impedância máxima (fmax) e as frequências a fase 

zero, a frequência de ressonância em serie (fs) e frequência de ressonância em paralelo (fp) [69], 

[71]. 

Os cristais de quartzo são os cristais piezoelétricos mais comuns e os mais utilizados como 

sensores piezoelétricos. Para além da piezoeletricidade, estes apresentam um conjunto de 

características (insolubilidade em água, inércia, resistência a temperaturas elevadas sem alterar as 

suas propriedades piezoelétricas), que os tornam únicos e apropriados para o uso como sensores 

[69], e levaram ao desenvolvimento das microbalanças de cristas de quartzo. 

O cristal piezoelétrico comercial é 

constituído por um fino disco de cristal de 

quartzo, dois elétrodos de um metal, um em 

cada lado do cristal e um metal de conexão. 

Quando aplicada uma corrente elétrica 

alternada no cristal através dos elétrodos, este 

vibra à sua frequência natural de ressonância. 

A frequência natural de ressonância depende 

das dimensões físicas do disco do cristal de 

quartzo. Os cristais de quartzo disponíveis 

comercialmente são fabricados a partir de cristais únicos cortados em ângulos específicos ao eixo 

ótico principal para formar os discos de quartzo [71]. Usualmente, é utilizado um cristal de quartzo 

com corte AT sobre a forma de discos de diâmetro contido entre 10 a 15 mm e com 

aproximadamente 0,2 mm de espessura [72]. Consoante o tratamento superficial utilizado o cristal 

pode apresentar uma superfície rugosa ou polida. No centro de cada face são colocados elétrodos 

de metal, geralmente de ouro ou prata, como demonstrado na Figura 6 [73].  

Quartzo 

Elétrodos 

Camada sensível 

Moléculas de analito 

Figura 5 - Circuito elétrico equivalente, 

proposto por Van Dyke que modela um 

cristal piezoelétrico de quartzo. R1 

representa a resistência, CI e C0 a 

capacidade e L1 a indutância (adaptada 

de Nursalam, 2016 2013, [71]).  

Figura 6 - Representação esquemática de uma 

microbalança de cristais de quartzo (adaptado de 

Koszinowski 1980, [74]). 



 

 

 

Sensores químicos para antibióticos em aquicultura 

13 

 

Um cristal de quartzo com estas caraterísticas oscila a uma frequência natural de 

ressonância, quando ocorre uma variação de massa na superfície do cristal há uma variação da 

frequência de vibração. Segundo Sauerbrey, esta variação de frequência é linearmente proporcional 

à massa depositada no cristal, como podemos ver pela Equação 1 [71].  

 
ΔFq = −2.26 × 10−6 ×  F2 ×

ΔM

A
 (1) 

Onde, 𝛥𝑀 é a variação de massa do cristal (𝑔), 𝐴 a área do cristal de quartzo (𝑐𝑚2) e F a 

frequência (𝑀𝐻𝑧). Esta equação está limitada a filmes finos, rígidos e uniformemente distribuídos 

na área ativa do cristal. Diversos tipos de compostos podem ser usados como elemento de 

reconhecimento ao analíto a determinar, sendo um dos mais interessantes e vantajosos, os 

polímeros molecularmente impressos. 

1.5.1 - Polímero molecularmente impresso (MIP) como elemento de reconhecimento  

Polímeros molecularmente impressos (MIPs) são polímeros preparados na presença de uma 

molécula molde, onde se criam cavidades especificas com locais de ligação complementares a uma 

determinada molécula, permitindo que os MIPs a reconheçam seletivamente. Os polímeros 

molecularmente impressos podem ser aplicados a um grande número de moléculas molde e 

apresentam inúmeras vantagens, tais como; tem uma grande afinidade para a molécula molde, 

apresentam estabilidade e resistência térmica e química e o seu processo de síntese é pouco 

dispendioso e simples [74]–[76]. Para a síntese de um MIP recorre-se a uma molécula molde (MM), 

um monómero funcional (MF), um agente de reticulação (ALC), um solvente (S) e um iniciador 

(I), bem como a diferentes abordagens, tipos e mecanismos de polimerização [74], [76]. 

1.5.1.1 - Abordagens de impressão molecular  

Na preparação do polímero molecularmente impresso seguem-se duas abordagens 

principais distintas; abordagem covalente, ou não covalente. O que distingue o tipo de abordagem 

é o tipo de ligação que o monómero funcional faz com a molécula molde, no momento da formação 

e no momento de reconhecimento [74], [76]–[79]. 

 

Impressão covalente 

A impressão covalente surgiu em 1970 na Alemanha. Na abordagem covalente o complexo 

monómero funcional-molécula molde (MF-MM) é formado por ligações covalentes, sendo também 

covalente a ligação do MIP às moléculas molde. A principal vantagem desta abordagem é a 

formação de complexos MF-MM estáveis e estequiométricos e a grande variedade de condições de 

polimerização que podem ser aplicadas.  
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Impressão não covalente 

A impressão não covalente é a abordagem mais utilizada para a preparação de MIPs e 

surgiu em 1980 [76]. O que a diferencia da anterior é o tipo de ligação que se estabelece entre o 

MF e o MIP, com a MM. Nesta abordagem, predominam as ligações não covalentes como as 

ligações por pontes de hidrogénio, interações iónicas, π-π, hidrofóbicas e as forças de Van der 

Waals. A cinética de associação/dissociação dos MIPs com esta abordagem é no geral mais rápida 

que a impressão covalente, sendo esta uma das vantagens da preparação do MIP com esta 

abordagem. Apresenta ainda como vantagens a fácil preparação do complexo MF-MM, a fácil 

remoção da molécula molde do MIP, e a ligação rápida do MIP às moléculas molde (MM), bem 

como o potencial de ser aplicada a um grande número de moléculas molde. Como desvantagem 

apresenta uma menor seletividade que a abordagem anterior [80]. 

Alguns investigadores consideram ainda a possibilidade de uma abordagem semi-covalente 

[74], [80]. Esta é uma abordagem mista, que inclui a formação dos complexos MF-MM por 

interação covalente, e a subsequente ligação ao polímero por interações não covalentes. Esta nova 

abordagem combina as vantagens das duas anteriores: a estabilidade e estequiometria do complexo 

MF-MM bem como a rapidez da associação/dissociação dos MIPs da abordagem não covalente.  

1.5.1.2 - Síntese de polímeros molecularmente impressos 

O processo de síntese de um MIP é composto por três etapas. Inicialmente forma-se um 

complexo entre a MM e o MF, segue-se a polimerização do conjugado MF-MM, e por fim a 

remoção da molécula molde do material polimérico [81]. Após a remoção da molécula molde, o 

MIP sofre um processo de secagem. Depois de concluído todo este processo, os locais de ligação 

do MIP, que são complementares à molécula molde em forma, tamanho e posição dos grupos 

funcionais, encontram-se disponíveis [74], [76], [78].  

Na síntese dos MIPs é usualmente utilizado, dependo do mecanismo de polimerização, uma 

molécula molde, um ou mais monómeros funcionais, um agente de reticulação, um solvente e um 

iniciador.  

A molécula molde (MM) tem um papel fundamental na polimerização de um polímero 

molecularmente impresso, pois para além de funcionar como molde, é esta que determina qual é o 

monómero a utilizar. Uma das características fundamentais desta, é que deve ser quimicamente 

inerte nas condições de polimerização. Moléculas molde de grandes dimensões são usualmente 

menos rígidas o que não facilita a criação de cavidades do MIP bem definidas. 

Uma vez que a interação entre a MM e o MF tem de ser favorecida, a escolha deste último, 

é crucial para a síntese do MIP. O MF é responsável por interagir com a molécula molde fornecendo 

os grupos funcionais para os locais de ligação e é o tipo de ligação entre estes dois que determina 

o tipo de abordagem. A associação entre a MM e o MF funciona por equilíbrio e a distribuição dos 
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locais de ligação no polímero é heterogénea e depende do crescimento dinâmico da cadeia bem 

como da razão entre o monómero funcional e a molécula molde. Esta razão depende do tipo de 

abordagem. Para uma abordagem não covalente, a concentração vai influenciar o número de locais 

de ligação. Usualmente é utilizada uma razão de 1:4 com um excesso de MF, no entanto esta tem 

de ser estudada para cada caso específico. Para a síntese de um MIP pode ser utilizado mais do que 

um monómero. Nestes casos específicos é preciso ter em consideração as razões de reatividade dos 

monómeros para assegurar que a copolimerização é executável [81].  

A seletividade é muito influenciada pelo tipo e pela quantidade de agente de reticulação 

(ALC) utilizado na síntese do MIP. Este desempenha três funções fundamentais: controla a 

morfologia da matriz do polímero, estabiliza os locais de ligação do MIP e fornece estabilidade 

mecânica ao MIP. Em excesso, o ALC diminui a quantidade de MF por unidade de massa, em 

insuficiência não permite que a cavidade do MIP se aguente num estado estacionário estável. A 

quantidade ótima a utilizar do agente de reticulação, deve ser alta o suficiente para manter a 

estabilidade e os locais de reconhecimento intactos, e usualmente é utilizado um excesso de 80%. 

É ainda de salientar que em determinadas condições, alguns ALC são capazes de simultaneamente 

funcionar como monómeros [81]. 

O solvente atua simultaneamente como gerador de poros para melhorar o acesso aos locais 

de ligação e como meio onde ocorre a polimerização. Desta forma, todos os componentes de uma 

polimerização devem ser solúveis no solvente, não podendo o mesmo interferir na formação do 

complexo MF-MM. A escolha do solvente depende da abordagem escolhida. Numa abordagem 

covalente podem ser usados vários tipos de solventes desde que dissolvam os restantes 

componentes, no entanto para uma abordagem não covalente, o solvente, para além de dissolver os 

restantes componentes, tem de promover a formação do complexo inicial. Usualmente, isto implica 

que polímeros apolares e apróticos sejam preferíveis, pois estabilizam as ligações por pontes de 

hidrogénio. A presença ou ausência do solvente determina a porosidade do MIP formado. Os 

polímeros quando preparados na ausência de solvente tornam-se densos, ao passo que, na presença 

de solvente tornam-se porosos. 

O iniciador é o responsável por iniciar a polimerização radicalar. Geralmente gera o 

primeiro radical por decomposição térmica ou fotólise e é usualmente utilizado em baixas 

concentrações. 

A maioria dos MIPs são sintetizados por uma abordagem não covalente com o ácido 

metacrílico como monómero, devido ao grupo carboxilo que é o mais comum para a ligação por 

pontes de hidrogénio e com o dimetacrilato de etilenoglicol como agente reticulante  [74], [76], 

[78], [81]. 
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Mecanismo de polimerização 

A escolha do mecanismo, da abordagem e do tipo de polimerização depende da aplicação 

final, uma vez que o formato do MIP influência a capacidade e a acessibilidade dos locais de ligação 

no polímero. Quando estes são utilizados como elementos de reconhecimento, como se pretende, o 

tamanho e o formato também influenciam o tempo de resposta. O mecanismo de polimerização 

mais utilizada, é a polimerização por radicais livres, um tipo de polimerização por adição, com uma 

abordagem não covalente. É uma reação rápida que utiliza iniciadores azo e iniciação térmica ou 

fotoquímica. O mecanismo da polimerização por esta técnica para a síntese de MIP é semelhantes 

a qualquer outra polimerização típica por radicais livres, e é caracterizado por três fases: (1) 

iniciação, (2) propagação, (3) terminação. A primeira fase subdivide-se em duas fases: na formação 

de radicais livres e a sua adição aos monómeros presentes. A segunda fase corresponde ao 

crescimento da cadeia por adição rápida e sequencial e por fim, a terceira fase, a terminação, ou 

seja, ao término do crescimento da cadeia. O término do crescimento da cadeia pode ser 

essencialmente por combinação (combinação de duas cadeias) ou por desprotonação (transferência 

de H de uma cadeia para outra alterando a sua configuração). Dois factos que são particularmente 

importantes e merecem realce: o primeiro é que a velocidade de propagação numa típica 

polimerização por esta técnica é muito mais rápida que a velocidade de iniciação, o que significa 

que a partir do momento que inicia a reação, a cadeia cresce muito rapidamente para pesos 

moleculares elevados num período muito curto de tempo; o segundo é que a fonte de radicais livres 

está ativa durante toda a polimerização. Para a realização desta técnica de polimerização é 

necessário, entre outros, um controlo de temperatura e uma atmosfera inerte, com ausência de O2. 

Isto porque o oxigénio pode inibir as reações captando os radicais e provocar a polimerização com 

alguns monómeros e/ou impurezas dando origem a produtos indesejados [74], [82], [83].  

Tipos de polimerização  

Existem vários tipos de polimerização, para a síntese de MIP, sendo o mais comum a 

polimerização em solução. Na Tabela 7 estão resumidos os principais métodos de polimerização 

em solução bem como as suas características. Na Tabela 8 são apresentadas as receitas de síntese 

de MIP para OTC encontrados na literatura, independentemente da utilização a que se destinavam. 

Foram encontradas 5 receitas, como se pode visualizar na Tabela 8. Exclui-se deste estudo o MIP-

5, uma vez que utiliza peróxidos para a sua síntese, compostos muito perigosos e de utilização 

proibida no Departamento de Química da Universidade de Aveiro. Todas elas usavam o mesmo 

monómero e iniciador, diferindo no agente de reticulação, solvente ou condições experimentais. Na 

Figura 7, mostra-se, em esquema, a formação do MIP para a OTC [75], [76], [79], [83].  
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Tabela 7 - Principais métodos de polimerização em solução, as suas características e desvantagens [74], [78], 

[83]. 
 

 
 
 
 
 
 

 

Tabela 8 - Lista de receitas de síntese de MIPS para detetar a OTC. 
 

 

 

Métodos Características Desvantagens 

Polimerização 

em massa 

Mais usado; Rápido; Simples; Não 

requer equipamento especializado ou 

dispendioso; 

Elevado grau de pureza; 

Não uniforme; Rendimentos 

baixos; Partículas irregulares em 

forma e tamanho; 

Polimerização 

por suspensão 

Partículas esféricas; Resultados 

reprodutíveis; 

Microesferas de baixo 

reconhecimento; tamanho 

heterogéneo; necessário um 

surfactante; solvente é a água; 

Polimerização 

por emulsão 

Método eficaz; alto rendimento; 

aplicado com sucesso a proteínas; forma 

partículas monodispersas 

O MIP pode conter restos de 

surfactante 

Polimerização 

por 

precipitação 

Simples; obtenção de partículas 

esféricas; excelente controlo de tamanho 

das partículas; elevada qualidade, 

partículas uniformes; elevado 

rendimento 

São necessárias quantidades 

elevadas de Molécula Molde: 

MIP Artigo Tipo de polimerização Aplicação 

MIP-1 [84] 
Polimerização em 

massa 

Aplicação em SPE (MISPE) para deteção por 

HPLC em matrizes biológicas. 

MIP-2 [85] 
Polimerização por 

precipitação 

Aplicação em SPE (MISPE) para deteção por 

HPLC em amostras alimentares 

MIP-3 [86] 
Polimerização por 

precipitação 

Aplicação em SPE (MISPE) para detetar por 

HPLC 

MIP-4 [87] 
Polimerização em 

massa 

Aplicação em métodos de diálise para a deteção 

de antibióticos em água. 

MIP-5 [65] 
Polimerização em 

massa 

Aplicação em Sensores potenciométricos para 

analisar drogas na urina. 
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Neste trabalho pretende-se, sintetizar os MIPs já existentes na literatura para a OTC e 

utilizá-los como camada de reconhecimento em sensores de massa. Estes sensores de massa serão 

testados com soluções de OTC assim como na presença dos possíveis interferentes em águas de 

aquicultura. 

Pretende-se deste modo desenvolver um sensor de massa capaz de detetar a OTC para 

valores encontrados em águas de aquicultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Representação esquemática da síntese do polímero molecularmente impresso para OTC. 

MAA (MF) OTC (MM) EGDM (ALC) AIBN (I) 

Solvente  

Polimerização  

Remoção 
da MM 

Formação do 
Complexo MF-MM 
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MIP 
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2 - Materiais e métodos 

Esta secção do trabalho tem como foco a parte experimental. Aqui serão enumerados os 

reagentes utilizados, o equipamento, os métodos e os procedimentos experimentais usados para a 

execução deste trabalho.  

2.1 – Reagentes e químicos: 

Todos os solventes utilizados eram de grau analítico e todas as soluções de trabalho foram 

preparadas diariamente, utilizando água ultrapura (Milli-Q). O hidrocloreto de oxitetraciclina 

(OTC, J62489), a tetraciclina (TC, T3258) e a ciprofloxacina (CIP, J611317) foram obtidos pela 

Alfa Aesar. A enrofloxacina (ENR, 17849) pela BioChemika e o ácido oxolínico (AO, O0877) pela 

Sigma. Outros químicos usados neste trabalho foram; ácido metacrílico (MAA, Merck, 

8.00578.0100); dimetacrilato de etilenoglicol (EDGMA, Merck, 8.18847.0250); trimetilacrilato de 

trimetilpropano (TRIM, Fluka, 246840); 2,2’-azobisisobutironitrilo (AIBN, Fluka, 11630); 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma, D2650); metanol (Merck, 1.06009.1011); acetonitrilo (Sigma, 

360457); ácido acético (Sigma, 71251); acetona (Merck, 90872); álcool benzílico (Merck, 

1009872500); tetrahidrofurano (THF, Sigma, 34865); policloreto de vinilo de alto peso molecular 

(PVC, Sigma, 81387); diclorometano (Merck, 106050); éter 2- nitrofenil octilíco (NPOE, Merck, 

73732); ácido cítrico (Sigma, 251275); sal trissódico de ácido cítrico di-hidratado (Sigma, S4641); 

ácido fórmico (Merck, 695076); ácido sulfúrico (Merck); HEPES (Sigma, H3375); cloreto de 

magnésio (Merck 8147330) e o cloreto de sódio (Sigma, S7653). 

2.2 - Síntese de MIP  

Neste trabalho foram sintetizados MIPs para a OTC, seguindo quatro protocolos da 

literatura ([84]–[87]), cujos passos principais irão ser descritos em seguida. 

MIP-1 - A síntese do MIP que iremos designar por MIP-1 foi realizada tal como descrita na ref. 

[84]. A molécula modelo (OTC, 576 mg), o monómero funcional (MAA, 787 µL), o agente 

reticulante (EDGMA, 8763 µL) e o iniciador (AIBN, 160 mg) foram dissolvidos em 13,33 mL de 

DMSO, num reator de parede dupla de 25 mL. Esta mistura foi desoxigenada com nitrogénio por 

5min, num banho de gelo. De seguida conectou-se um condensador e procedeu-se à polimerização, 

aquecendo o reator a 60ºC durante 24h, com agitação continua, tal como representado na Figura 8, 

que apresenta a fotografia da montagem experimental. Terminada a polimerização, retirou-se o 

MIP, esmagou-se num almofariz e peneirou-se o mesmo com auxílio a uma peneira de 200 µm, 

tendo-se recolhido a fração que passou através da mesma. De seguida, iniciaram-se os processos 

de lavagem em Soxhlet (Figura 9). Realizaram-se duas lavagens, uma primeira com ácido acético 

/metanol (1/9 v/v) por 24h, com o intuito de remover as moléculas molde, e uma segunda com 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s7653?lang=pt&region=PT
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metanol por 12h, a fim de remover o ácido acético. Por fim iniciou-se o processo de secagem do 

MIP, a uma temperatura de 60ºC, até peso constante.  

MIP- 2 - Todo o procedimento para sintetizar este segundo MIP, designado por MIP-2, foi 

realizado com base na ref [85]. A molécula modelo (OTC, 497 mg), o monómero funcional (MAA, 

509 µL), o agente reticulante (TRIM, 3 mL) e o iniciador (AIBN, 30 mg) foram dissolvidos em 60 

mL de uma mistura de metanol e acetonitrilo em partes iguais, num reator de parede dupla de 25 

mL. O conteúdo do reator foi desoxigenado com nitrogénio por 5min. De seguida conectou-se um 

condensador e procedeu-se a polimerização. Esta decorreu a 55ºC durante 24h, com agitação 

continua conforme a Figura 8. Terminada a polimerização iniciaram-se os processos de lavagem 

pelo Soxhlet (Figura 9). Realizaram-se duas lavagens, uma primeira com ácido acético /metanol 

(1/9 v/v) por 24 h, com o intuito de remover as moléculas molde e uma segunda com metanol por 

12h a fim de remover o restante ácido acético. No fim dos períodos de lavagem centrifugou-se a 

mistura, com uma velocidade de rotação 2000 rpm durante 10min. Por fim iniciou-se o processo 

de secagem do MIP, a uma temperatura de 60ºC até peso constante. Para garantir que todas as 

partículas eram de tamanho inferior a 200 µm peneirou-se o mesmo com auxílio a uma peneira de 

200 µm, tendo-se recolhido a fração que passou através da mesma. 

MIP-3 - Todo o procedimento para sintetizar este terceiro MIP, designado por MIP-3, foi realizado 

com base na ref [86]. A molécula modelo (OTC, 99.38 mg), o monómero funcional (MAA, 103 

µL) e o agente reticulante (EDGMA, 3964 µL) foram dissolvidos em 30 mL de acetona, num reator 

de parede dupla de 25 mL, e colocados à temperatura ambiente com agitação continua por 1 hora. 

Terminado este período foi adicionado o iniciador (AIBN, 40 mg). Em seguida a mistura foi 

colocada num banho de ultrassons por 10min e logo após este período, desoxigenada com 

nitrogénio por 10 min. Conectou-se um condensador ao reator e procedeu-se à polimerização. Esta 

decorreu a 50ºC durante 24h, com agitação continua, tal como representado na Figura 8. Terminada 

a polimerização, retirou-se o MIP e peneirou-se o mesmo com auxílio a uma peneira de 200 nm, 

tendo-se recolhido a fração que passou através da mesma. De seguida, iniciou-se os processos de 

lavagem pelo Soxhlet (Figura 9). Realizaram-se duas lavagens, uma primeira com ácido acético 

/metanol (1/9 v/v) por 48h, com o intuito de remover as moléculas molde e uma segunda com 

metanol por 24h a fim de remover o restante ácido acético. Por fim iniciou-se o processo de 

secagem do MIP, a uma temperatura de 50ºC até peso constante. 

MIP-4 - Todo o procedimento para sintetizar este quarto MIP, designado por MIP-4, foi realizado 

com base na ref [87]. A molécula modelo (OTC, 1.39 g), o monómero funcional (MAA, 1035 µL), 

o agente reticulante (EDGMA, 9.44 µL) e o iniciador (AIBN, 115 mg) foram dissolvidos em 25 
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mL de acetonitrilo/ álcool benzílico (3/2 v/v), num reator de parede dupla de 25 mL. Em seguida a 

mistura foi colocada num banho de ultrassons por 5min e logo após este período, foi desoxigenada 

com nitrogénio por 5min. De seguida, conectou-se um condensador e procedeu-se à polimerização. 

Esta decorreu a 40ºC durante 18h, com agitação continua, tal como representado na Figura 8. 

Terminada a polimerização, retirou-se o MIP, esmagou-se e peneirou-se o mesmo com uma peneira 

de 200 µm, tendo-se recolhido a fração que passou através da mesma.  

De seguida iniciou-se os processos de lavagem pelo Soxhlet (Figura 9). Realizaram-se duas 

lavagens, uma primeira com 300 mL de ácido acético /acetonitrilo (1/10 v/v) por 5 dias, e uma 

segunda com 300 mL de acetonitrilo por 12h. Por fim iniciou-se o processo de secagem do MIP, a 

uma temperatura de 60ºC até se obter uma massa constante. 

Figura 8 - 

Fotografia da 

montagem 

experimental para 

a síntese de MIP. 

1- reator de parede 

dupla; 2- 

condensador;3- 

banho; 4-placa de 

agitação; 5- 

suporte. 

 

Figura 9 - Fotografia da 

montagem experimental 

para lavagem com 

Soxhlet; 1- manta de 

aquecimento; 2-balão 

com solvente extrator; 

3- câmara de extração; 

4- condensador. 

 

2.3 - Análise do MIP 

 Todos os MIPS sintetizados neste trabalho bem como a OTC e o monómero funcional 

foram analisados por um espectrómetro de infravermelho equipado com modulo ATR de diamante 

(FTIR-ATR). Este foi programado para uma resolução de 4 cm-1 e 32 varrimentos na região do 

infravermelho medio (4000-600 cm-1). 

2.4 – Camada de reconhecimento  

  A fim de conseguir imobilizar o MIP na superfície de ouro do elétrodo do cristal 

piezoelétrico, preparou-se uma suspensão do mesmo numa solução de policloreto de vinilo (PVC) 

e um plastificante (NPOE) em THF. Num frasco de vidro de 4 mL, colocaram-se 2,53 µL de NPOE, 

6,0 mg de MIP e 1,34 mg de PVC de alto peso molecular, que se misturam com o THF. O frasco 

foi protegido do contacto direto com a luz e foi sempre agitado antes de se usar. Para a aplicação 

desta membrana na QCM, retirou-se uma alíquota do frasco com auxílio a uma micropipeta e 

depositou-se a membrana numa das faces da QCM. Deixou-se secar a membrana por um período 
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mínimo de 24h. Os cristais piezoelétricos de quartzo utilizados nas experiências foram de 9 MHz, 

com elétrodos de ouro, com corte AT polidos e ou rugosos. 

Numa tentativa de relacionar as propriedades elétricas do cristal revestido com a 

quantidade de MIP presa no PVC plastificado, prepararam-se membranas só com o PCV e 

plastificante, sem MIP, às quais depois de terem sido caracterizadas eletricamente, se juntaram, 

num processo que poderemos chamar de sementeira, grãos do MIP em 4 etapas, tendo-se realizado 

novamente a caracterização elétrica do cristal, após o que se adicionou nova gota da solução de 

PVC e plastificante e se leram novamente as características elétricas do cristal revestido. A 

caracterização do cristal após as diferentes etapas de revestimento foi feita lendo-se a impedância 

e os vários parâmetros do circuito equivalente recorrendo a um Analisador de Redes/Impedância 

HP4395A com um adaptador de testes de impedância HP4361A. 

2.5 - Arranjo experimental 

 Para o estudo da seletividade e sensibilidade foram construídas curvas de calibração, 

utilizando o arranjo experimental que se mostra nas Figuras 10 e 11. Para este fim recorreu-se a um 

sistema de injeção em fluxo (FIA), como método de análise, no qual é usada uma garrafa 

pressurizada com azoto, como sistema de propulsão do fluido. Neste sistema, o fluido de arraste 

flui continuamente ao longo do sistema até à célula com o cristal de quartzo, com um caudal de 

aproximadamente 0,8 mL/min. As alíquotas do padrão ou da amostra são injetadas (com o auxílio 

de uma seringa) na porta de injeção, que têm uma serpentina de 0,5 mL, sendo arrastadas até à face 

revestida do cristal, interagindo com esta. O cristal está conectado a um oscilador, que por sua vez 

está ligado a uma fonte de alimentação e a um frequencímetro, que indica a frequência do cristal, 

como se observa na Figura 11. O frequencímetro está ligado a um computador, através de uma 

placa de aquisição, sendo o registo da variação de frequências feito com um programa de aquisição 

de dados em LabView (Figura 10). A injeção de soluções-padrão com diferentes concentrações leva 

ao respetivo decréscimo de frequências, e permite construir curvas de calibração, e deste modo 

estudar o comportamento do sensor perante o analito de estudo.  
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Figura 10 - Representação esquemática do arranjo experimental para o sistema de FIA com deteção por 

microbalanças de cristais piezoelétricos de quartzo. 

 

 

Figura 11 - Foto do arranjo experimental para o sistema de FIA com deteção por microbalanças de 

cristais piezoelétricos de quartzo. 

2.6 - Preparação de soluções 

Com o intuito de traçar as curvas de calibração, prepararam-se várias soluções padrão com 

diferentes concentrações do analito a analisar (OTC) ou do interferente. As soluções foram 

preparadas diariamente a partir de diluições de uma solução mãe. 

• Solução mãe de OTC e TC: prepararam-se 25,00 mL de uma solução com uma 

concentração de 1000 ppm. Para tal, dissolveu-se a quantidade de OTC/TC pretendida em 

água Milli-Q ou tampão HEPES e perfez-se o volume do balão volumétrico.  

• Solução mãe de CIP e ENR: prepararam-se 25,00 mL de uma solução com uma 

concentração de 500 ppm. Para tal, dissolveu-se a quantidade de CIP/ENR pretendida numa 

quantidade mínima de HCL 0,1 M e perfez-se o volume do balão volumétrico com água 

Milli-Q ou solução tampão HEPES. 

Azoto 

Computador 

Esgoto 

Seringa  

Regulador de pressão 

Alívio de pressão 

Frequencímetro  

Oscilador Célula com cristal de quartzo 

Serpentina 

Esgoto 

Fonte 

Garrafa pressurizada  



 

 

 

Sensores químicos para antibióticos em aquicultura 

24 

 

• Solução mãe de AO: prepararam-se 25,00 mL de uma solução com uma concentração de 

500 ppm. Para tal, dissolveu-se a quantidade de AO pretendida em uma quantidade mínima 

de NaOH 0,03 M e perfez-se o volume do balão volumétrico com água Milli-Q ou solução 

tampão HEPES. 

As soluções tampão foram preparadas com água ultrapura (Milli-Q), segundo o procedimento; 

• Solução tampão HEPES 0,001M: Preparou-se uma solução de HEPES de 1M, dissolvendo 

2,383 g de HEPES em 100 mL de água Milli-Q. De seguida diluiu-se 100 µL da solução 

anterior em 1 L de água Milli- Q ajustou-se o pH a 7,1 com NaOH.  
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3 - Resultados e Discussão  

Esta secção do trabalho tem como foco os resultados obtidos. Aqui serão apresentados e 

discutidos todos os resultados obtidos durante a realização do trabalho 

3.1 - Comparação dos polímeros molecularmente impressos para reconhecimento da OTC, 

descritos na literatura 

Neste trabalho pretendeu-se analisar o MIP-1, MIP-2, MIP-3 e MIP-4 usados como 

elementos de reconhecimento para a QCM. 

3.1.1 - Composição e morfologia dos polímeros molecularmente impressos 

Na Tabela 9 faz-se uma comparação dos reagentes utilizados na síntese dos polímeros 

molecularmente impressos, com influência direta no formato final do polímero, indicando-se ainda 

o tipo de polimerização. Salienta-se ainda que todas as polimerizações seguem uma abordagem não 

covalente. 

Tabela 9 - Tabela resumo da síntese de MIP para a OTC, seguindo as diversas receitas descritas na 

literatura. 

Síntese 
MAA/

OTC 
ALC 

ALC 

(%mol) 
Solvente 

Volume 

solvente 

P’ 

[88] 

Tipo de 

polimerização 

MIP-1 

[84]  
8,0  EDGMA 83,34 Dimetilsulfóxido 

13,33 

mL 
7.2 

Polimerizaçã

o em massa 

(60ºC, 24h) 

MIP-2 

[85] 
6,0  TRIM 61,03 

Metanol e 

Acetonitrilo 

60 mL 

(1:1 v/v) 
5.5 

Polimerizaçã

o por 

precipitação 

(55ºC, 24h) 

MIP-3 

[86] 
6,0  EDGMA 94,34 Acetona 30 mL 5.1 

Polimerizaçã

o por 

precipitação 

(50ºC, 24h) 

MIP-4 

[87] 
4,4  EDGMA 80,39 

Acetonitrilo e 

álcool benzílico 

25 mL 

(3:2 v/v) 
5.7 

Polimerizaçã

o em massa 

(40ºC, 18h) 

É de salientar que todas as receitas de síntese de MIP, recorrem ao mesmo MF, o ácido 

metacrílico (MAA). Este é o MF mais utilizado para a síntese de MIP para a OTC, apesar de 

existirem outras possibilidades como a acrilamida (MIP-5). O MF é o responsável por ceder os 

grupos funcionais para a ligação à MM, que forma um complexo MM-MF a partir do qual vai 

ocorrer a polimerização. Neste caso o grupo carboxílico do MAA (o MF) pode formar fortes 

ligações por pontes de hidrogénio com o grupo hidroxilo e amida da OTC (a MM) tal como 

podemos observar na Figura 7 do Capítulo 1. A razão MF/MM varia consoante o MIP. Todos as 

receitas de síntese apresentam um excesso de MF, sendo a receita para o MIP-1 a que apresente o 
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maior excesso seguida pela dos MIP-2, MIP-3, e por último a do MIP-4. Para uma abordagem não 

covalente, a razão MF/MM vai influenciar o número de locais de ligação e pressupõem-se que 

quanto mais elevada esta for, mais locais de ligação apresentará o MIP. Desta pressupõe-se que o 

MIP-1 apresente um maior número de locais de ligação comparativamente aos restantes. 

Uma vez que o MF e a MM são iguais em todas as receitas pressupõe-se que todos os MIPs 

sintetizados, tenham possibilidade de formar o mesmo tipo de interação com o analito. Desta forma 

a principal diferença entre os MIPs estará na homogeneidades e granulometria das partículas, no 

tamanho das cavidades, no seu número e no número de locais de ligação induzidos pela MM e na 

possibilidade de se formarem ligações de base com o polímero, sem influência da MM. No fundo, 

na morfologia e na porosidade do MIP. 

Com o intuito de obter uma melhor compreensão da identificação e/ou determinação de 

características estruturais dos MIPS, realizou-se uma análise de espectroscopia no infravermelho 

com transformada de Fourier associada a refletância total atenuada (FTIR-ATR), dos 4 MIPS, da 

OTC e do MAA. Nas Figuras 12 a 14 são apresentados os espectros obtidos, dos MIPS, da OTC e 

do MAA, respetivamente e no anexo C os mesmos em tamanho superior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Espectro obtido por FTIR-ATR dos vários MIPs sintetizados. 
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Na Figura 12 podemos observar que os espectros de FTIR-ATR do MIP-1, MIP-2, MIP-3 

MIP-4 são muito semelhantes entre si, e apresentam as principais bandas nos mesmos 

comprimentos de onda. Todos os espectros apresentam bandas nos comprimentos de onda de 

1696 cm−1 e 1641 cm−1, que corresponde as ligações C=O e C=C respetivamente. Estas duas 

bandas são típicas do MAA, como podemos ver na         Figura 14. A menor intensidade relativa 

da banda a 1641 cm−1do MAA (Figura 14) face à mesma presente a 1640 cm−1nos MIPs (Figura 

12), sugere que esta ligação participa na polimerização, o que de facto acontece [65], [89], [90]. A 

altura do pico, torna-se uma medida do grau da polimerização do MIP, quanto mais elevado for o 

pico, menor é o grau de polimerização. Assim, tendo em conta intensidade desta banda no espectro 

dos MIPs (Figura 12) o grau de polimerização dos MIPS segue a ordem, MIP-3 > MIP-1 > MIP-2. 

A banda do MIP-4 encontra-se fundida com outro pico, o que torna mais difícil a sua comparação. 

Os espectros de FTIR-ATR de todos os MIPs (Figura 12) comprovam a inexistência da OTC. As 

bandas típicas da OTC, como a 1178 cm−1correspondente ao OH do grupo fenólico ou a 1618 

cm−1 correspondente ao C=C (aromático) no espectro da OTC (Figura 13) não estão presentes no 

espectro dos MIPs [91] Isto significa que a OTC não está presente, tendo os MIPs sido bem lavados.  

Na Figura 15 encontram-se fotografias dos polímeros obtidos com as 4 receitas de MIP 

anteriormente referidas. 
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 Figura 15 - Resultados das quatro sínteses de polímeros molecularmente impresso, após moagem e 

passagem por um peneiro de 200 µm. 
 

Observa-se na Figura 15 que o MIP-1 e o MIP-4 apresentam uma tonalidade ligeiramente 

diferente da dos restantes MIPs bem como uma ligeira diferença na homogeneidade das partículas. 

A homogeneidade de partículas está diretamente relacionada com o tipo de polimerização. Tendo 

em conta o tipo de polimerização é de esperar que o MIP-1 e MIP-4, como são de polimerização 

em massa originem partículas pouco uniformes em tamanho e forma, enquanto os restantes 

resultem em partículas mais esféricas e uniformes, o que de facto acontece. Isto porque durante 

uma polimerização em massa, se forma uma massa compacta, que necessita ser fragmentado por 

moagem num almofariz para se obterem partículas individualizadas de menores dimensões. É o 

processo de moagem que é o responsável por criar as partículas, estando a forma e o tamanho destas 

diretamente relacionadas com este. A trituração do MIP neste tipo de polimerização tem também 

um papel importante na sensibilidade, uma vez que na trituração alguns locais de interação são 

destruídos, provocando um impacto negativo na capacidade de ligação dos MIPs a MM. Esta 

heterogeneidade entre partículas de MIP, de tamanho e forma faz com que se traduza em interações 

diferentes com a OTC. Para minimizar a diferença entre o tamanho das partículas, todos os MIPs 

foram passados pelo mesmo peneiro, garantindo assim que não havia partículas de tamanho 

superior a 200 µm. Salienta-se que neste processo, o MIP-2 e MIP-3, foram muito mais fáceis de 

peneirar, na medida em que, apenas uma pequena parte destes não passava pelo peneiro à primeira, 

facto que ainda se tornou mais evidente no         MIP-3. Isto significa que, a maior parte das 

partículas destes MIPs apresenta um tamanho inferior a 200 µm. O oposto ocorreu no MIP-1, onde 

foi necessário repetir o processo de moagem várias vezes até todas as partículas deste apresentarem 

um tamanho inferior a 200 µm.  

3.1.2 - Análise do revestimento do cristal de quartzo e a sua influência na resposta do sensor  

O revestimento do sensor de massa, passa pela deposição de uma membrana polimérica de 

PVC, contendo o MIP, em cima do cristal. De acordo com a teoria, a forma como estão dispostos 

e a quantidade de elementos de reconhecimento presentes está diretamente relacionada com 

sensibilidade que o sensor irá apresentar. A sensibilidade diminui do centro para as bordas do 

MIP- 2 MIP- 1 MIP- 3 MIP- 4 



 

 

 

Sensores químicos para antibióticos em aquicultura 

29 

 

elétrodo, de acordo com uma curva gaussiana [92]. Assim, uma disposição da membrana mais 

centrada potência uma maior resposta, para igual área revestida. A deposição da membrana é um 

processo manual, que depende em muito do operador e exige muita prática. Tratando-se de uma 

suspensão, nem sempre uma maior quantidade de PVC se traduz numa maior quantidade de MIP, 

e importava perceber se o decréscimo da frequência devido ao revestimento poderia dar alguma 

indicação sobre a quantidade de MIP depositada sobre o cristal. Para tal realizou-se o estudo das 

frequências e dos parâmetros do circuito equivalente, apresentados na seção 1.5, em função da 

membrana e dos grãos de MIP depositados em cima do elétrodo. Os valores das frequências (fs, fp, 

fmin e fmax) e dos parâmetros do circuito equivalente (R e L) foram registados nas seguintes 

condições:1) cristal limpo, 2) deposição de uma pequena camada da membrana de PVC/NPOE sem 

MIP, 3) adição do MIP em 4 etapas, com a respetiva leitura de valores entre cada etapa, e por fim 

4) a deposição de uma nova camada de membrana de PVC/NPOE sem MIP. As Figuras 16 e 17 

apresentam os resultados obtidos para um cristal de 9 MHz, no qual se depositou o MIP-2, como 

elemento de reconhecimento.  

Figura 16 - Leitura da fmin (frequência à impedância mínima), da fmax (frequência à impedância máxima), da fs 

(frequência de ressonância em serie) e do fp (frequência de ressonância em paralelo), aquando a deposição em cima 

do cristal uma membrana de PVC/NPOE sem MIP, MIP, seguindo-se uma nova camada de membrana de PVC/NPOE 

sem MIP. 

Figura 17 - Leitura da R1 (resistência) e da L1(indutância) aquando a deposição em cima do cristal uma membrana de 

PVC/NPOE sem MIP, MIP, seguindo-se uma nova camada de membrana de PVC/NPOE sem MIP. 
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Podemos observar da Figura 16 que a frequência à impedância mínima (fmin) e a 

frequência em serie (fs) apresentam um comportamento semelhante. Tal como esperado, a 

deposição da membrana de PVC/NPOE (sem MIP) leva ao decréscimo acentuado das frequências, 

devido à massa depositada em cima do elétrodo. No entanto, a deposição do MIP nas várias etapas 

sucessivas, traduziu-se num aumento gradual de frequência. Este aumento das frequências na 

deposição do MIP pode ser explicado pela evaporação gradual do solvente (da membrana de 

PVC/NPOE) em cima do cristal, levando assim a crer que a presença do MIP não contribui para o 

aumento de massa em cima do cristal, logo não contribuindo para a variação de frequência. A 

deposição da última membrana de PVC/NPOE leva a novo decréscimo de frequência, tal como 

seria expectável. Isto porque a fs esta relacionada com a massa depositada no cristal, como podemos 

observar pela equação de Sauerbrey (equação 1), o mesmo acontece para a fmin. 

Em relação aos parâmetros do circuito equivalente (Figuras 17) apenas R1 e L1 estão 

relacionados com as propriedades do revestimento colocado em cima do cristal. A resistência (R1), 

toma o valor de zero com o cristal limpo e à medida que se coloca mais MIP esta vai subindo 

gradualmente até atingir um patamar, por fim quando se coloca nova membrana PVC/NPOE esta 

toma um valor muito superior, tal como seria esperado. Uma vez que, este parâmetro, está 

relacionado com a energia dissipada pelo sistema, quando se aumenta a quantidade de membrana 

em cima do cristal, aumenta-se também a energia dissipada.  

A indutância, apresenta um comportamento oposto, esta diminui ligeiramente com a 

colocação da primeira camada de PVC/NPOE, e a medida que se vai colocando mais MIP esta 

desce gradualmente até atingir um patamar, por fim quando se coloca nova membrana de 

PVC/NPOE este valor toma um valor muito inferior, tal como seria esperado, Este parâmetro está 

relacionado com a massa depositada sobre o cristal, a medida que se coloca mais massa esta 

diminui. 

Podemos então concluir deste estudo que a quantidade de MIP colocada como elemento de 

reconhecimento não tem um papel importante no decréscimo da frequência do sensor, pois o efeito 

da sua massa mal se faz sentir nas propriedades do circuito equivalente nem na frequência. 

Com o intuito de tentar compreender até que ponto a quantidade de revestimento e a 

disposição deste em cima do cristal influenciava as respostas, traçou-se as várias curvas de 

calibração com as soluções de OTC para 3 cristais: A, B, C. Cada cristal foi limpo e sujeito à 

repetição do processo do revestimento e obtenção das respetivas curvas de calibração. Os cristais 

foram fotografados antes de cada utilização (Figura 18), recorrendo a uma camara hiperespectral 

(Specim Fx17.Filand) equipada com uma objetiva OLES macro f/4.0. Na Figura 19, encontra-se 

uma representação gráfica das zonas de linearidade das curvas e calibração da OTC em água Milli-

Q, para os vários cristais em estudo. 
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Figura 18 - Fotos dos revestimentos A (ensaio 1 e 2), B (ensaio 1 e 2), C (ensaio 1 e 2). Os cristais 

apresentam o respetivo decréscimo na frequência em serie (ΔF). 

 

Figura 19 - Representação gráfica das zonas de linearidade das curvas de calibração da OTC em 

água Milli-Q, com um caudal entre 0,8-0,9 mL/min, para os revestimentos A (ensaio 1 e 2), B 

(ensaio 1 e 2), C (ensaio 1 e 2). 

Analisando a Figura 18, podemos concluir que em todos os cristais é visível grandes 

quantidades de MIP, apesar de apresentarem um decréscimo de frequência (Δf) baixo, o que indica 

que grandes quantidades de revestimento não significam que estejam presentes grandes quantidades 

de elementos de reconhecimento, o que está de acordo com o concluído anteriormente.  

Podemos observar na Figura 19 que os cristais apresentam sensibilidades muito baixas, 

facto que pode ser comprovado na Tabela 10. A zona de linearidade da curva de calibração dos 

cristais A e C é mais prolongada, enquanto que para o B é mais pequena. Isto poderá estar 

relacionado com o facto de o cristal A e C serem rugosos e o cristal B ser polido. O polimento do 

cristal poderá influenciar a zona de linearidade da curva de calibração na medida em que, a presença 

de rugosidades poderá aumentar a área de contacto da OTC com o cristal, o que se poderá traduzir 

numa zona de linearidade maior. 
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O cristal que apresenta maior sensibilidade é o C ensaio 2, seguindo pelo C ensaio 1, B 

ensaio 2, B ensaio 1, A ensaio 1 e por último o A ensaio 2, o que pode estar associado a uma elevada 

quantidade de revestimento no cristal. Mas este não é o único factor que influencia a sensibilidade.  

Na Figura 18 estão presentes fotos dos cristais onde é visível a disposição de MIP dos 

vários revestimentos. O revestimento C ensaio 2 é o que apresenta a melhor curva de calibração, 

como é visível na Figura 19 e apresenta um revestimento mais uniforme e centrado. O revestimento 

B ensaio 2 é o terceiro com melhor curva de calibração e apresenta o revestimento menos uniforme, 

mas mais centrado no centro. O revestimento do cristal A ensaio 2, apresenta uma falha no centro 

do cristal, a menor sensibilidade entre todos e umas das respostas mais baixas. Podemos assim 

concluir que a sensibilidade não depende unicamente da quantidade de revestimento, a disposição 

deste nos cristais é um factor determinante. Esta deve ser centrada e uniforme para a obtenção de 

uma melhor curva de calibração e melhores sensibilidades. 

 

Cristal Sensibilidade Revestimento 𝚫𝐟(𝐤𝐇𝐳) 

Cristal A ensaio 1 0,0293 
Uniforme, mas ligeiramente deslocado para a 

direita 
-0,840 

Cristal A ensaio 2 0,0214 Tem uma falha no centro -1,325 

Cristal B ensaio 1 0,0645 
Ligeiramente deslocado para a direita e apresenta 

uma falha fora do centro 
-1,658 

Cristal B ensaio 2 0,0708 
O menos uniforme, mas que apresenta uma maior 

quantidade no centro 
-0,129 

Cristal C ensaio 1 0,0758 
Uniforme, mas ligeiramente deslocado para a 

esquerda 
-1,321 

Cristal C ensaio 2 0,0980 O mais uniforme -2,735 

Em suma, o tipo de polimento do cristal poderá influenciar a zona de linearidade, a variação 

da frequência do cristal com o revestimento não está diretamente relacionada com a quantidade de 

elementos de reconhecimento, e a sensibilidade depende não só da quantidade de elementos de 

reconhecimento, mas também da disposição destes em cima do cristal. Por conseguinte, pretende-

se que o revestimento dos cristais seja o mais uniforme e centrado possível, independentemente da 

variação da frequência existente. Tendo em consideração as premissas anteriores, revestiram-se 4 

cristais com uma membrana constituída por cada MIP em solução de PVC (30%) e NPOE (60 %) 

em THF. Na Figura 20 encontram-se fotos dos cristais revestidos com as diferentes membranas 

utilizados ao longo do trabalho. 

Tabela 10 - Sensibilidade, ΔF e características dos revestimentos A (ensaio 1 e 2), B (ensaio 1 e 2) e C 

(ensaio 1 e 2). 
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Figura 20 - Fotos dos cristais revestidos com uma membrana de MIP em solução de PVC (30%) e NPOE 

(60%), em THF. Os cristais apresentam o respetivo decréscimo na frequência (Δf). 

Como se observa na Figura 20 para todos os cristais, a disposição do MIP em cima do 

elétrodo é centrada no centro do cristal, como era pretendido. Quanto à sua uniformidade, os cristais 

revestidos com o MIP-1 e MIP-2 não são tão uniformes como os revestidos com MIP-3 e MIP-4, o 

que se poderá traduzir em sensibilidades mais baixas. O estudo efetuado com cada um dos cristais 

encontra-se mais à frente.  

Com o intuito de perceber se cristais revestidos com o mesmo MIP apresentavam a mesma 

sensibilidade, revestiu-se dois cristais para o MIP-1 e dois cristais para o MIP-2 e traçou-se as 

curvas de calibração da OTC em água Milli-Q, os resultados obtidos encontram.se na Figura. 21. 

Figura 21 – Representação gráfica da zona linear das curvas de calibração da OTC em água Milli-Q, 

de 4 cristais, A e B revestidos com o MIP-1 e C e D revestidos com o MIP-2. Em cada gráfico indica-

se o decréscimo de frequência devido ao revestimento.  

Analisando a Figura 21, podemos concluir que tanto para o MIP-1 como para o MIP-2 

diferentes revestimentos implicam diferentes sensibilidades. A sensibilidade de um cristal depende 

da quantidade de elementos de reconhecimento e disposição destes em cima do cristal.  
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3.1.3 - Estudo da influência do pH 

Como referido no Capítulo 1 (Figuras 3 e 4), a OTC pode estar presente em solução em 

diferentes formas consoante o pH da solução. Com objetivo de avaliar se as diferentes formas 

poderiam influenciar a resposta do sensor à OTC, realizou-se um estudo de pH. Para tal, escolheu-

se um dos MIPs que estavam a ser produzidos, o MIP-1, revestiu-se um cristal com o mesmo e 

injetaram-se soluções de 50,0 ppm de OTC cujo pH tinha sido acertado com HCl 0,1 M ou NaOH 

0,1 M, obtendo-se os dados apresentados na Figura 22.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisando a Figura 22 pode-se afirmar que o sensor apresenta as respostas maiores, ou 

seja, maior decréscimo de frequência, para pH inferiores a 2,63, quando a OTC se encontra 

exclusivamente sob a forma de catião. Para despistar possíveis contribuições do HCl, testaram-se 

várias soluções tampão com HCl para pH entre 2 e 3, e conclui-se que o sensor respondia às 

mesmas. Na Figura 23, apresenta-se uma resposta típica do sensor, à injeção no sistema de uma 

solução de OTC de 50,0 ppm, representando o decréscimo de frequência, seguida da recuperação 

da frequência para o valor da linha de base. 

Figura 22 - Representação gráfica das respostas do sensor a uma solução de OTC de concentração de 

50,0 ppm em função do pH da mesma. 
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Figura 23 - Resposta típica de um cristal revestido com uma membrana com MIP-1 disperso na 

membrana de PVC (30%) e NPOE (60%) a uma injeção de uma solução de 50,0 ppm a um pH 

2,63. 

 

Mais tarde, percebeu-se que, como iremos ver mais à frente, o Cl- é um interferente. Por 

este motivo, testou-se outra solução tampão para esta gama de pH, o tampão de citrato. Escolheu-

se testar o tampão de citrato pois outros estudos para detetar a OTC recorrem a este tampão [65], 

tendo-se verificado que o sensor também respondia ao tampão de citrato. Não sendo possível usar 

qualquer tampão contendo HCl, nem tampão citrato, não foi possível concluir que o sensor daria 

respostas maiores para a forma catiónica da OTC. 

Todavia, continua a existir a necessidade de manter a OTC na mesma forma iónica. Deste 

modo decidiu-se testar tampões, numa gama de valores de pH de 6,0-9,0, o pH das águas da 

aquicultura, mesmo correndo o risco de ocorrer hidrólise. Testou-se um novo tampão, o HEPES, a 

0,001 M e pH 7,12. Na      Tabela 11 encontram-se as respostas obtidas para este tampão  

 

 
 

Linha de base do sistema Solução injetada no sistema −Δf (Hz) 

Água Milli-Q Solução de tampão 11/11/10 

Tampão 

Solução de 10 ppm de OTC em 

tampão 
8/8 

Solução de tampão 2/3 

Analisando a Tabela 11, podemos verificar que o sensor praticamente não altera a sua 

frequência de vibração com a injeção de tampão HEPES quando o mesmo passa na linha de base 

do sistema. A pequena variação existente de 2/3 Hz que ocorre, será fruto da perturbação que se 

gera com abertura da válvula de injeção do sistema. De salientar também, que com a injeção de 

uma solução de OTC de baixa concentração (10 ppm) em tampão, o sensor respondeu duas vezes 

de modo igual (8 Hz), ou seja, a utilização deste tampão permite a deteção da OTC. Posto isto, o 

tampão HEPES foi o escolhido. 

Tabela 11 - Resposta do sensor a uma solução tampão HEPES de concentração 0,001 M. 
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3.1.4 - Avaliação de possíveis interferentes 

Com intuito de avaliar como o 

sensor revestido com os vários MIPs, 

respondia a outos compostos, fez-se 

uma análise de interferentes. Como 

interferentes escolheu-se outros 

antibióticos que poderiam estar 

presentes na água de aquicultura e seus 

semelhantes [1], apresentados na 

Figura 24 [32], bem como cloreto de 

magnésio e o cloreto de sódio. 

Escolheu-se o cloreto de magnésio uma 

vez que este ião é dos que mais interage com a OTC quando este se encontra em solução, como já 

vimos anteriormente, e o cloreto de sódio uma vez que, muitos dos antibióticos para se dissolverem 

em água necessitam da adição de HCl 0.01M, o que faz com que seja importante tentar perceber 

como o ião Cl- poderá influenciar as respostas do sensor. 

A avaliação dos inferentes foi feita pelo método das soluções separadas. A sensibilidade 

relativa em relação à OTC foi calculada dividindo a sensibilidade da OTC pela sensibilidade do 

interferente.  

3.1.5 – Comportamento em água 

Quatro cristais piezoelétricos de quartzo foram revestidos com uma membrana constituída 

por cada um dos MIPs individualmente em solução de PVC (30%) e NPOE (60%) em THF, que, 

depois de seca, produziu um decréscimo na frequência relativa ao revestimento de 3,606 kHz, 3,348 

kHz, 3,373 kHz e 3,071 kHz, para o MIP-1, MIP-2 MIP-3 e MIP-4, respetivamente. Traçou-se a 

curva de calibração com as concentrações das soluções padrão da OTC em água Milli-Q e a as 

variações da frequência (-Δf, Hz) observadas para cada um dos cristais. Na Figura 25, apresenta-se 

a zona linear de todas as curvas de calibração obtidas e na Tabela 12 a sensibilidade, a zona linear, 

o limite de deteção (LOD) e o limite de quantificação (LOQ) para os cristais revestidos com o MIP-

1, MIP-2, MIP-3 e MIP-4. 

Figura 24 - Estrutura química da TC, CIP, ENR, AO, cloreto 

de sódio e do cloreto de magnésio.  
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Figura 25 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC em mol/L, e 

em água Milli-Q, com um caudal de 0,77 mL/min para o MIP-1, MIP-2, MIP-3 e de 0,80 mL/min para 

o MIP-4. 

 

Tabela 12 - Sensibilidades, LOQ e LOD, para os cristais revestidos com o MIP-1, MIP-2, MIP-3 e MIP-

4 em água Milli-Q.  

MIP 
Sensibilidade  

(𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 

Zona Linear 

(𝐦𝐨𝐥/𝐋) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

MIP-1 63725 1,01 × 10−5  −  2,52 × 10−4 5,45 9,81 

MIP-2 134315 2,012 × 10−5 −  2,516 × 10−4 8,52 28,4 

MIP-3 67515 5,03 × 10−5 −  1,51 × 10−3 206,3 687,6 

MIP-4 164703  1,01 × 10−5 − 2,01 × 10−4 2,73 9,11 

Realizou-se a curva de calibração da OTC em água Milli-Q para os vários sensores com o 

intuito de perceber se os diferentes revestimentos reconheciam a OTC. Como observado na Figura 

25, todos os sensores reconhecem a OTC com diferentes sensibilidades, que seguem a seguinte 

ordem, MIP-4, MIP-2, MIP-1 e MIP-3, sendo este último o menos sensível à OTC.  

Para o MIP-1, traçaram-se igualmente as curvas de calibração de soluções padrão de 

possíveis interferentes, representando-se as variações da frequência (-Δf, Hz) observadas, para as 

diversas concentrações. Na Figura 26, apresenta-se a zona linear de todas as curvas de calibração e 

na Tabela 13 as sensibilidades, as sensibilidade relativas (divididas pela da OTC) e os limites de 

quantificação e deteção. Tratando-se de um sensor de massa, as unidades são apresentadas não só 

em mol, mas também em massa (mg/L, ou ppm). 
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Tabela 13 - Sensibilidades relativas, sensibilidades, LOQ e LOD, para a OTC, TC, CIP, ENR, AO, NaCl 

e MgCl2, em água Milli-Q. Cristal revestido com MIP-1. 

Composto 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

Sensibilidade 

Relativa 

 (
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1) 

Sensibilidade 

(𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 

OTC 1,00 0,1282 5,45 9,81 1,00 63725 

TC 3,72 0,668 3,01 10,05 3.33 296720 

CIP 9,47 1,698 3,83 12,77 6.36 567186 

ENR 10,04 1,800 1,49 4,97 7.26 646884 

AO 0,00 0 0,00 0,00 0,00 0 

NaCl 1,91 0,342 5,02 16,73 0,22 19980 

MgCl2 1,57 0,282 4,21 14,03 0,30 26814 

Analisando a Figura 26, podemos afirmar que o cristal revestido com o MIP-1 apresenta 

uma baixa sensibilidade para a OTC em água Milli-Q, quando comparado com a maioria dos 

antibióticos excetuando o ácido oxolínico, ao qual não responde. Ordenando as sensibilidades 

relativas em relação a OTC, vem: 

Sensibilidade relativa (em 
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
): ENR ≈ CIP >> TC>> NaCl ≈ MgCl2 > OTC >AO 

Sensibilidade relativa (em 
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1): ENR > CIP >> TC>> OTC >> MgCl2≈ NaCl > AO 

A diferença das sensibilidades relativas em relação à OTC e à TC, bem como a diferença 

de respostas que é visível na Figura 26, poderá estar relacionada com a diferença estrutural existente 

entre os dois. A TC e a OTC são antibióticos da mesma família, a principal diferença entre estes 

antibióticos é a presença de um grupo OH na OTC. Esta desigualdade nas sensibilidades pode 

 

Figura 26 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol/L, e em água Milli-Q, com um caudal de 

0,76 mL/min.  Cristal revestido com MIP-1. 
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sugerir que a presença deste grupo desfavorece a interação da OTC na cavidade do MIP. Quanto 

ao NaCl e ao MgCl2 estes apresentam uma afinidade ao MIP semelhante, sendo a sensibilidade em 

relação à OTC ligeiramente superior para o NaCl. De forma a tentar perceber se o catião Na+ 

interferia na resposta do sensor à OTC, injetou-se no sistema uma solução de NaF de concentração 

36,2 ppm, para a qual não se obteve qualquer resposta, o que significa que o sensor responde ao ião 

Cl-. A CIP, a ENR e a TC, devido à forma em que são comercializadas, necessitam de ser 

dissolvidas numa pequena quantidade de HCl 0,01 M para se tornarem solúveis em água, o que faz 

com que, por mais pequena que seja essa quantidade, haja uma interferência deste ião, que se traduz 

num aumento das respostas. 

3.1.6 – Comportamento em tampão HEPES 

Já tínhamos concluído anteriormente (secção 3.1.3) que era necessário trabalhar em 

condições de pH controladas, neste sentido, analisou-se o comportamento dos quatro cristais 

piezoelétricos de quartzo revestidos anteriormente. Para este estudo, o caudal de arraste do sistema 

FIA era tampão HEPES, em vez de água Milli-Q, usada nas experiências anteriores. Do ponto de 

vista prático, salienta-se que a estabilização dos sensores era por norma mais difícil e demorada. A 

estabilidade dos sensores revestidos com o MIP-1 e o MIP-4 na execução dos vários estudos foi 

mais fácil e estável de trabalhar em solução tampão que os restantes, apesar de o MIP-4, demorar 

um pouco a recuperar após uma resposta. Os cristais revestidos com o MIP-2 e MIP-3 foram os 

mais difíceis de trabalhar, houve uma dificuldade acrescida em estabilizar o sistema, que após uma 

resposta demorava bastante tempo a estabilizar na linha de base. Para todos os MIPs realizou-se a 

curva de calibração das soluções padrão de OTC preparadas em tampão HEPES com base na média 

de 4 réplicas, cujos desvios são sempre inferiores a 1 Hz e se encontram no anexo A.  

Cristal piezoelétricos de quartzo revestido com o MIP-1 

A Figura 27 apresenta a zona linear da curva de calibração das soluções padrão da OTC 

em tampão HEPES 0,001 M e a média de 4 medições das variações da frequência observadas (-Δf, 

Hz). Representaram-se na mesma figura as zonas lineares das curvas de calibração obtidas com 

soluções padrão dos possíveis interferentes e as respetivas variações da frequência (-Δf, Hz). A 

Tabela 14 apresenta as sensibilidades, as sensibilidade relativas e os limites de quantificação e 

deteção apresentadas na Figura 27. 
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Figura 27 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol/L, e em tampão HEPES de 0,001M, com 

um caudal de 0,73 mL/min. Cristal revestido com MIP-1. 

 

Tabela 14 - Sensibilidades relativas, sensibilidades, LOQ e LOD, para a OTC, TC, CIP, ENR, AO, NaCl 

e MgCl2, em tampão HEPES. Cristal revestido com MIP-1.  

Composto 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛/𝒑𝒎) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1) 

Sensibilidade 

(𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 

OTC 1,00 0,5055 1,47 4,91 1,00 502275 

TC 1,01 0,5094 2,60 8,66 0,45 226384 

CIP 1,11 0,5622 1,13 3,78 0,35 173351 

ENR 1,03 0,5220 1,58 5,28 0,37 187606 

AO 0,66 0,3347 1,94 6,47 0,17 87432 

NaCl 0,65 0,3280 2,30 7,67 0,04 19168 

MgCl2 0,72 0,3637 3,31 11,03 0,07 34632 

A Figura 27, mostra que a sensibilidade à OTC melhorou comparativamente ao mesmo 

estudo em água. Na verdade, as maiores respostas do sensor são agora para a OTC, 

comparativamente a todos os outros testados. A zona de calibração linear situa-se entre 

5,03 × 10−6𝑚𝑜𝑙/𝐿   𝑒 7,55 × 10−5𝑚𝑜𝑙/𝐿, apresenta uma sensibilidade para a OTC de 

502275 𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1, um LOD de 1,47 𝑝𝑝𝑚 e um LOQ de 4,91 𝑝𝑝𝑚. 

Analisando a Figura 27, e os respetivos dados da Tabela 14, podemos ordenar as 

sensibilidades relativas em relação à OTC: 

Sensibilidade (em 
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
): CIP ≈ ENR ≈ OTC≈ TC > MgCl2 ≈ AO ≈ NaCl  

Sensibilidade relativa (em 
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1): OTC >TC> ENR ≈CIP > AO > MgCl2 ≈ NaCl 

A diferença entre as ordens de sensibilidades relativas em ppm e em mol, deve-se ao facto 

de o sensor responder à massa e apesar de responder ligeiramente menos por unidade de massa de 
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OTC ao de CIP, não se pode esquecer o facto da OTC ser a molécula mais pesada. A molécula de 

CIP e da ENR são muito semelhantes a nível de estrutura, o que pode explicar o facto do sensor as 

detetar com sensibilidades muito próximas. Por outro lado, o sensor deteta o AO com uma 

sensibilidade relativa muito baixa, o que está de acordo com o facto de a sua estrutura molecular 

ser muito diferente da MM, não “encaixando” tão bem nas cavidades do MIP. 

No que se refere ao NaCl e ao MgCl2, é de salientar a passagem para o tampão fez com que 

o sensor os detete agora com menor sensibilidade. Comparando estes dois sais, o sensor apresenta 

uma maior sensibilidade para o MgCl2, o que pode estar ligado ao facto de existirem duas moles de 

iões Cl- por cada mol de sal. 

Cristal piezoelétricos de quartzo revestido com o MIP-2 

Do mesmo modo que para o sensor anterior, traçou-se a curva de calibração com as 

concentrações das soluções padrão da OTC em tampão HEPES 0,001 M e a média de 4 medições 

das variações da frequência (-Δf, Hz) observadas, e as curvas de calibração com as concentrações 

de soluções padrão dos possíveis interferentes e as variações da frequência (-Δf, Hz) observadas, 

para o MIP-2. Na Figura 28, representa-se a zona linear de todas as curvas de calibração e a Tabela 

15 apresenta-se as sensibilidades relativas, as sensibilidades e os limites de quantificação e deteção 

apresentadas na Figura 28. 

 

 

Figura 28 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol/L, em tampão HEPES de 0,001M, com um 

caudal de 0,73 mL/min. Cristal revestido com MIP-2.  
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Tabela 15 - Sensibilidades relativas, sensibilidades, LOQ e LOD, para a OTC, TC, CIP, ENR, AO, NaCl 

e MgCl2, em tampão HEPES. Cristal revestido com MIP-2.  

Composto 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

Sensibilida

de Relativa 

(
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛 𝑳 𝒎𝒐𝒍−𝟏) 

OTC 1,00 0,313 1,32 4,40 1,00 155372 

TC 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0 

CIP 0,64 0,200 7,07 23,57 0,43 66269 

ENR 0,64 0,200 11,30 37,66 0,46 71876 

AO 0,48 0,150 3,65 12,17 0,25 39184 

NaCl 1,35 0,422 2,46 8,19 0,71 111018 

MgCl2 1,55 0,486 0,85 2,83 0,30 46272 
 

Analisando a Figura 28, a zona linear da curva de calibração com as concentrações das 

soluções padrão da OTC em tampão HEPES 0,001 M situa-se a 1,01 × 10−5𝑚𝑜𝑙/𝐿 até aos 

6,04 × 10−5𝑚𝑜𝑙/𝐿 apresenta uma sensibilidade para OTC de 155372 𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1, um LOD de 

1,32 𝑝𝑝𝑚 e um LOQ de 4,40 𝑝𝑝𝑚.  

Analisando a Figura 28, e os respetivos dados da Tabela 15, podemos ordenar as 

sensibilidades relativas em relação à OTC: 

Sensibilidade relativa (em 
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
): MgCl2 > NaCl >OTC > CIP = ENR > AO > TC 

Sensibilidade relativa (em 
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1): OTC > NaCl > ENR ≈CIP > MgCl2 ≈AO > TC 

Da Figura 28, e analisando a Tabela 15, pode-se afirmar que este sensor revestido com este 

MIP-2 apresenta uma baixa sensibilidade para o OTC, mas exibe um limite de deteção e de 

quantificação relativamente baixos, comparando com o MIP-1, apesar de se situar na zona dos ppm. 

Também se pode afirmar que dos 4 antibióticos, a OTC é a que apresenta maiores respostas. No 

que se refere à TC, molécula muito semelhante à OTC, este sensor não responde. A ausência de 

resposta para uma injeção de 1000 ppm de TC é uma surpresa e poderá ter origem na configuração 

da cavidade deste MIP. A OTC difere da TC pela presença de um grupo OH. A ausência deste 

grupo na TC poderá fazer com que este composto não seja capaz de interagir com as cavidades do 

MIP-2. Outra possível explicação prende-se com a utilização de um ALC diferente dos restantes 

MIPs. O ALC é o responsável por manter a morfologia, a estabilidade e a configuração espacial 

das cavidades do MIP. Desta forma, este comportamento poderá sugerir que este ALC não 

mantenha a configuração da cavidade na mesma medida que o outro ALC utilizado nas restantes 

sínteses.  

Este revestimento apresenta uma grande sensibilidade para os sais, MgCl2 e NaCl, 

principalmente para o NaCl, podendo a razão estar na interação com o ião 𝐶𝑙−. A sensibilidade aos 

sais deste MIP poderá estar relacionada com porosidade do mesmo. De acordo com a teoria 

pressupõe-se que este MIP apresente uma elevada porosidade, devido aos reagentes de partida e ao 
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método de polimerização, o que poderia facilitar a entrada dos sais, compostos estruturalmente 

pequenos, para o MIP. 

Cristal piezoelétricos de quartzo revestido com o MIP-3 

Tal como anteriormente, traçou-se a curva de calibração com as concentrações das soluções 

padrão da OTC em tampão HEPES 0,001 M e a média de 4 medições das variações da frequência 

(-Δf, Hz) observadas, e as curvas de calibração com as concentrações de soluções padrão de 

interferentes e as variações da frequência (-Δf, Hz) observadas, para o MIP-3. Na Figura 29, 

representa-se a zona linear de todas as curvas de calibração e na Tabela 16 apresenta-se as 

sensibilidades relativas, as sensibilidades e os limites de quantificação e deteção apresentadas na 

Figura 29. 

 

Figura 29 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol/L, e em tampão HEPES 0,001M, com um 

caudal de 0,73 mL/min. Cristal revestido com MIP- 3. 

 

Tabela 16- Sensibilidades relativas, sensibilidades, LOQ e LOD, para a OTC, TC, CIP, ENR, AO, NaCl 

e MgCl2, em tampão HEPES. Cristal revestido com MIP-3.  

Composto 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

Sensibilidade 

Relativa 

(
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1) 

Sensibilidade 

(𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 

OTC 1,00 0,0914 3,92 13,05 1,00 45549 

TC 5,70 0,5210 0,31 1,04 5,08 231530 

CIP 1,37 0,1256 75,40 251,34 0,91 41608 

ENR 1,34 0,1223 71,68 23,895 0,97 44051 

AO 0,00 0,0000 0,00 0,00 0,00 0 

NaCl 5,83 0,5329 47,32 157,74 0,68 31145 

MgCl2 3,57 0,3262 22,70 75,67 0,68 31054 
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A Figura 29, mostra a zona linear extraída das curvas de calibração obtidas. A zona de 

calibração linear da OTC em tampão, situa-se entre os 3,019 × 10−5𝑚𝑜𝑙/𝐿 𝑎𝑜𝑠 3,012 ×

10−4𝑚𝑜𝑙/𝐿, apresenta uma sensibilidade para a OTC de 45549 𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1, um LOD de 3,92 

ppm e um LOQ de 13,05 ppm. Analisando a Figura 29, e os respetivos dados da Tabela 16, 

podemos ordenar as sensibilidades relativas em relação a OTC: 

Sensibilidade relativa (em 
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
): TC ≈ NaCl > MgCl2 > CIP ≈ ENR > OTC > AO 

Sensibilidade relativa (em 
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1):TC >> OTC > ENR > CIP >NaCl ≈ MgCl2 >AO 

A TC é a espécie à qual o sensor responde com maior sensibilidade. Este antibiótico é 

muito semelhante estruturalmente à OTC, a MM utilizada na síntese. Contudo não era de esperar 

que este antibiótico apresentasse uma sensibilidade muito superior a OTC, mas sim semelhante. 

Esta diferença poderá ter origem na configuração das cavidades deste MIP, que favorece a interação 

com a TC. A presença residual do ião Cl- utilizado na dissolução da TC poderá contribuir para este 

efeito. É ainda de salientar que o sensor não é tão sensível a variações de massa na sua superfície 

para a OTC como para a TC. O sensor revestido com este MIP-3 não responde ao AO, o que não é 

uma surpresa, uma vez que é o antibiótico que apresenta uma estrutura mais distinta da OTC e dos 

restantes interferentes considerados. 

Quanto aos sais, MgCl2 e NaCl este revestimento também apresenta uma grande 

sensibilidade para estes compostos. A sensibilidade aos sais deste MIP, tal como para o anterior, 

poderá estar relacionada com porosidade do mesmo, que de acordo com a teoria pressupõe-se 

elevada. O que poderia facilitar a entrada e saída dos sais, compostos estruturalmente pequenos, 

para o MIP. 

Cristal piezoelétricos de quartzo revestido com o MIP-4 

Tal como anteriormente, traçou-se a curva de calibração com as concentrações das soluções 

padrão da OTC em tampão HEPES 0,001 M e a média de 4 medições das variações da frequência 

(-Δf, Hz)  observadas e as curvas de calibração com as concentrações de soluções padrão dos 

interferentes e as variações da frequência (-Δf, Hz)  observadas, para o MIP-4. Na Figura 30, 

representa-se a zona linear de todas as curvas de calibração e na Tabela 17 apresenta-se as 

sensibilidade relativas, as sensibilidades e os limites de quantificação e deteção apresentadas na 

Figura 30. 
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Figura 30 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol/L, e em tampão HEPES de 0,001M, com um 

caudal de 0,80 mL/min. Cristal revestido com MIP-4. 

 

 

Tabela 17 - Coeficientes de seletividade, sensibilidades, LOQ e LOD, para a OTC, TC, CIP, ENR, AO, 

NaCl e MgCl2, em tampão HEPES. Cristal revestido com MIP-4. 

Composto 

Sensibilidade 

Relativa 

 (
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
) 

Sensibilidade 

(𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎) 

LOD 

(𝒑𝒑𝒎) 

LOQ 

(𝒑𝒑𝒎) 

Sensibilidade 

Relativa 

 (
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1) 

Sensibilidade 

(𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 

OTC 1,00 4,738 0,50 1,66 1,00 2283013 

TC 0,95 4,500 3,09 10,29 0,88 1999957 

CIP 0,93 4,400 5,50 18,32 0,64 1457922 

ENR 0,68 3,200 5,33 17,75 0,50 1150016 

AO 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0 

NaCl 0,15 0,729 1,44 4,79 0,02 42618 

MgCl2 0,06 0,307 15,07 50,22 0,13 29312 

A Figura 30, mostra as zonas lineares extraídas das curvas de calibração obtidas. A zona 

de calibração linear da OTC em tampão, situa-se entre os 2,01 × 10−6𝑚𝑜𝑙/𝐿 𝑒 2,012 × 10−6𝑚𝑜𝑙/

𝐿, apresenta uma sensibilidade para a OTC de 2283013 𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1 e um LOD de 0,50𝑝𝑝𝑚 e um 

LOQ de 1,66 𝑝𝑝𝑚.  

Analisando a Figura 30, e os respetivos dados da Tabela 17, podemos ordenar as 

sensibilidades relativas em relação a OTC: 

Sensibilidade relativa (em 
𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎

𝑯𝒛/𝒑𝒑𝒎
): OTC ≈ TC ≈ CIP > ENR >> NaCl >MgCl2 ≈ AO 

Sensibilidade relativa (em 
𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1

𝐻𝑧 𝐿 𝑚𝑜𝑙−1): OTC > TC > CIP > ENR >> MgCl2 >> NaCl ≈ AO 

 A OTC é a espécie à qual o sensor responde com maior sensibilidade. O sensor revestido 

com este MIP-4 não responde ao AO, o que mais uma vez não é surpresa, uma vez que é o 

antibiótico que apresenta uma estrutura mais distinta da OTC e dos restantes interferentes 

considerados. A sensibilidade do sensor ao NaCl e ao MgCl2, é particularmente baixa, sendo de 
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realçar as respostas particularmente baixas obtidas com o sensor revestido com MIP-4 em 

comparação com os sensores com os revestimentos anteriores. Uma possível explicação será a 

inexistência de tantas zonas de interação na cavidade deste MIP disponíveis para interagir com os 

sais, outra explicação prender-se-á com o facto deste MIP-4 previsivelmente ser menos poroso. Isto 

devido aos reagentes de partida e seu volume e ao método de polimerização. É de salientar ainda 

que este sensor revestido com MIP-4, é o que apresenta limites de quantificação e limites deteção 

mais baixos. Até ao momento este sensor é o único capaz de detetar soluções da OTC na ordem de 

0,5 ppm. 

3.1.7 – Comportamento em água vs. comportamento em tampão HEPES 

Comparando as duas curvas de calibração em água Milli-Q e em tampão HEPES para os 

vários sensores é de salientar que a resposta dos sensores à OTC depende do pH, e à exceção do 

MIP-3, todos os sensores viram a sua sensibilidade à OTC aumentada com a mudança de água 

Milli-Q para o tampão HEPES. Isto significa que à exceção do MIP-3, que apresenta um 

comportamento distinto dos restantes, todos os MIPs interagem melhor com a OTC quando esta se 

encontra sobre a forma de neutra e/ou anião (pH=7.1). Todos os MIPs viram também os seus limites 

de deteção (LOD) e quantificação (LOQ) melhorados, para valores muito inferiores aos 

encontrados em água Milli-Q.  

Podemos ainda comparar o comportamento dos vários sensores, com as respostas que cada 

sensor apresenta com o mesmo ΔF, em tampão HEPES. Na Figura 31, estão representadas as 

respostas obtidas para cada cristal, revestido com os diferentes MIP num sistema FIA, aquando a 

injeção de uma solução de OTC com linha de base em tampão HEPES, para uma resposta com um 

ΔF≈18 Hz. 

Figura 31 - Respostas obtidas para cristais revestidos com o MIP-1, MIP-2, MIP-3 e MIP-4, com a 

passagem de uma solução de OTC tampão de HEPES com um ΔF≈ 18 Hz. 
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Analisando a Figura 31, observa-se que o MIP-1 foi o que apresentou uma resposta mais 

rápida, em relação aos restantes, o que poderá estar relacionado com a porosidade do MIP. A 

porosidade do MIP, está relacionado com o solvente, pois este é o responsável por misturar os 

componentes envolvidos na polimerização numa única fase e produzir poros que assegurem boas 

propriedades de fluxo nos MIPs. Quando um MIP apresenta boas propriedades de fluxo espera-se 

que este efeito se torne visível na velocidade a que a resposta ocorre. Por este motivo poder-se-ia 

concluir que o MIP-1 apresenta muitos poros e boas propriedades de fluxo. No entanto pela teoria 

sabe-se também que estas boas propriedades de fluxos são conseguidas, com volumes grandes de 

solventes que se traduzem num aumento do volume dos poros do polímero. Tendo em conta que o 

volume de solvente utilizado na síntese dos MIPs segue a ordem: MIP-2 > MIP-3 > MIP-4 > MIP-

1, o MIP-1 seria o que apresentaria menos poros. De forma análoga se poderia concluir pelo tipo 

de polimerização. À partida, uma vez que o MIP-1 e MIP-4 são do tipo polimerização em massa, 

esperar-se-ia que estes apresentassem poros mais pequenos comparativamente aos restantes, visto 

que uma polimerização deste tipo requer uma menor quantidade de solvente. O MIP-2 é o que 

apresenta as segundas respostas mais rápidas, o que está de acordo com a teoria, pois este é o que 

recorre na sua síntese a um volume de solvente maior. Nos MIPs obtidos por polimerização por 

precipitação, formam-se partículas precipitadas num solvente, e espera-se que as mesmas 

apresentem uma maior porosidade do que o resultado da polimerização em massa. Comparando o 

MIP-2 e o MIP-3, que são de polimerização por precipitação, prevê-se que o MIP-2 apresente a 

maior porosidade, pois, na síntese do MIP-2 utiliza-se uma maior quantidade de solvente do que na 

síntese do MIP-3, o que está de acordo com os resultados obtidos  

3.1.8 - Qual o melhor MIP? 

A escolha do melhor MIP tem de ter em conta vários fatores, como a sensibilidade deste a 

OTC, a sua seletividade, a rapidez da resposta e da recuperação, bem como os seus limites de 

deteção (LOD) e quantificação (LOQ). Pretende-se que o MIP escolhido apresente uma boa 

sensibilidade para a OTC, seja bastante seletivo para esta, seja fácil de trabalhar, e apresente LOD 

e LOQ baixos o suficiente para permitir detetar a OTC nas águas da aquicultura. Posto isto, nesta 

parte do trabalho, efetuou-se uma comparação dos 4 MIPs sintetizados, considerando que a 

sensibilidade absoluta dos sensores, depende previsivelmente da quantidade e distribuição do MIP 

no cristal. Ou seja, esta análise é efetuada considerando as condições experimentais do trabalho. 

Antes de analisar os parâmetros descritos em cima é necessário salientar que, de forma 

geral, todos os MIPs reconheciam a OTC e os sensores que os incorporam respondem 

reversivelmente à mesma. À exceção do sensor revestido com o MIP-3, que mostra uma preferência 

pela TC, todos os outros sensores mostram preferência pela OTC relativamente aos antibióticos e 

sais testados.  
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A Tabela 18 mostra um resumo da sensibilidade, limites de deteção e quantificação e 

limites de linearidade para os sensores revestidos com os vários MIPs. Apesar destes parâmetros 

variarem com o modo de revestir o cristal e por isso não permitirem que se que comparem os 

diferentes MIPs, eles são apresentados porque permitem concluir sobre a aplicabilidade dos 

sensores consoante os valores presentes nas águas da aquicultura.  

 

Tabela 18 - Tabela síntese de algumas das propriedades dos MIPS utilizados neste trabalho. 
 

MIP MIP-1 MIP- 2 MIP- 3 MIP- 4 

Sensibilidade (𝐇𝐳/𝐩𝐩𝐦) 0,5058 0,313 0,0914 4,738 

Sensibilidade (𝐇𝐳 𝐋 𝐦𝐨𝐥−𝟏) 502275 155372 45549 2283013 

LOD (𝐩𝐩𝐦) 1,47 1,32 3,92 0,50 

LOQ (𝐩𝐩𝐦) 4,91 4,40 13,05 1,66 

Zona Linear (𝐩𝐩𝐦) 5 − 75 5 − 50 15-100 1 − 10 

 

Analisando a Tabela 18 nas condições experimentais do trabalho, podemos concluir que as 

sensibilidades seguem a ordem; MIP-4>MIP-1>MIP-2>MIP-3. A sensibilidade está relacionada 

com o agente reticulante na síntese do MIP. Com base na Tabela 9 sabe-se que apenas o MIP-2 

recorre a um agente reticulante diferente, o TRIM. Sendo o agente reticulante o responsável por 

manter a cavidade com uma estrutura tridimensional, com a forma e a funcionalidade complementar 

a MM após a remoção da mesma, permitindo uma boa capacidade de ligação à MM, esperar-se-ia 

que este MIP apresentasse uma sensibilidade diferente dos restantes, ao contrário do que acontece. 

Para além do tipo de agente reticulante, a %ALC (mol), também irá influenciar configuração da 

cavidade do MIP e por conseguinte a sensibilidade. A %ALC (mol) varia consoante a receita de 

síntese do MIP e segue a ordem MIP-3>MIP-1>MIP-4>MIP-2. Esta percentagem deve tomar um 

valor suficientemente elevado para manter a estabilidade e os locais de reconhecimento intactos, 

mas não demasiado elevado pois poderá resultar numa diminuição do MF por unidade de massa. 

Tendo isto em consideração espera-se que o MIP-3 que apresenta a %ALC (mol) mais elevada 

apresente uma diminuição do MF por unidade de massa e por conseguinte a menor sensibilidade 

de todos, o que está de acordo com os resultados obtidos. O MIP-2 em contrapartida como apresenta 

a %ALC (mol) mais baixa, espera-se uma menor estabilidade dos locais de ligação, que se traduziria 

numa menor sensibilidade, o que não ocorre.  

Se sensibilidade absoluta de um sensor, pode ser otimizada pois depende previsivelmente 

da quantidade e distribuição do MIP no cristal, é importante analisar a seletividade. Na Figura 32, 

estão representadas as várias seletividades relativas em relação à OTC calculadas para os vários 

MIPs estudados. Analisando a Figura 32 podemos concluir que os MIP-1 e o MIP-2 são os que 

apresenta as seletividades relativas em relação à OTC dos interferentes, mais afastadas, o que torna 
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estes MIPs os mais seletivos para a OTC, uma das principais características pretendidas para a 

escolha do melhor MIP. A seletividade do MIPs segue a ordem MIP 1>MIP-2>MIP-4>MIP-3 e 

está normalmente relacionada com a polaridade do solvente na síntese do MIP. A polaridade dos 

solventes utilizados na síntese da polimerização (Tabela 9) segue a ordem: MIP-1>MIP-4≈MIP-

2≈MIP-3, sendo o MIP-1 aquele que apresenta uma polaridade maior e mais distinta. Da teoria 

sabe-se que para uma abordagem não covalente a polaridade do mesmo tem de promover a 

formação do complexo MF-MM, aumentando o número de locais de ligação no MIP e inibindo a 

possibilidade de se formarem ligações não especificas. Solventes menos polares aumentam a 

formação do complexo MF-MM, facilitando a interação polar não covalente, e reduzem a formação 

de dímeros. A presença de dímeros vai diminuir a possibilidade de ligações não especificas à MM, 

aumentando a seletividade do MIP. Como referido anteriormente, o MIP 1 é o que apresenta a 

polaridade mais elevada e por este motivo seria de esperar uma maior dificuldade na formação do 

complexo MF-MM e uma menor formação de dímeros que iram contribuir para as ligações não 

especificas, o que se traduziria numa diminuição da seletividade, comparativamente aos outros 

MIPs, oposto ao que acontece. Uma possível explicação é o reduzidíssimo volume que este MIP 

utiliza para a sua síntese, fazendo com que estes factos vejam a sua importância reduzida. Outra 

possibilidade reside nas constantes da velocidade de formação de complexo MF-MM e de dímeros, 

estas poderão ser suficientemente elevadas ao ponto de inibir a formação de ligações não 

especificas. O excesso de MF a que este MIP recorre poderá contribuir para o acontecimento.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Representação gráfica das seletividades relativas em relação à OTC, desta e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em mol, para os vários MIPs sintetizados neste 

trabalho. 

 

Outras características dos sensores são necessárias ter em conta para a escolha do sensor 

para uma determinada aplicação como o LOD e o LOQ que segue a ordem; MIP-4<MIP-2<MIP-
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1<MIP-3. Pretende-se que estes limites sejam baixos o suficiente para conseguir detetar a OTC 

com um nível aceitável de precisão nas águas da aquacultura. Como referido anteriormente tendo 

em conta as doses administradas, e uma densidade de produção de 25 kg/m3, estima-se que nas 

águas da aquicultura existam entre 1,88 mg/L – 6,25 mg/L de OTC. Os MIP-1, MIP-2 e MIP-4 

apresentam LOD inferiores a 1,88 mg/L relativamente baixos sendo perfeitamente capazes de 

detetar a OTC nas águas da aquacultura. O MIP-3 em contrapartida apresenta LOD e LOQ mais 

elevados não tão indicados para a deteção de OTC nos valores pretendidos.  

Em suma, nas condições experimentais do trabalho, o MIP-4 foi o que apresentou a maior 

sensibilidade para a OTC. No entanto, uma vez que a sensibilidade absoluta de um sensor, pode ser 

otimizada pois depende previsivelmente da quantidade e distribuição do MIP no cristal, conclui-se 

que a seletividade é a característica mais importante, e desta forma, a escolha recai sobre o MIP-1, 

o mais seletivo. Este MIP, apresenta uma boa sensibilidade e LOD e LOQ baixos o suficiente para 

a deteção da OTC nas águas de aquicultura. Salienta-se também que o MIP-2 apresenta uma 

seletividade semelhante à do MIP-1, no entanto este não poderia ser utilizado em águas de estuário, 

águas com elevada concentração do iao 𝐶𝑙−.  

É importante ainda salientar que todos os sensores privilegiam a entrada de moléculas com 

maior massa, tal como podemos observar pela comparação dos gráficos das curvas de calibração 

para todos os MIPs em mol, com os mesmos em mg/L apresentados no Anexo B. O que tendo em 

conta que todo o trabalho foi efetuado com base em sensores de massa é uma vantagem.  
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4 - Conclusões gerais 

A deteção da OTC nas águas da aquicultura é importante, pois permite que a sua quantidade 

seja alvo de monitorização ao longo do tempo, evitando que permaneça nas mesmas causando 

resistência bacteriana, ou que vá para o meio ambiente ainda como agente ativo. 

Com este trabalho, pretendeu-se analisar qual o melhor MIP como elemento de 

reconhecimento da QCM para detetar este antibiótico em águas de aquicultura. Como tal seguiram-

se 4 receitas de MIPs já existentes na literatura e avaliou-se a sua performance como elemento de 

reconhecimento na QCM.  

Todos os MIPS foram analisados por FTIR-ATR concluindo-se que todos os MIPS foram 

bem lavados, pois não apresentaram nenhuma banda típica da OTC nos seus espectros. Todos os 

MIPs apresentaram espectros semelhantes levando a crer que todas as partículas dos MIPS tinham 

disponíveis para ligações os mesmos grupos funcionais.  

Para avaliar o comportamento dos MIPs, os cristais depois de revestidos e secos foram 

usados como sensores de massa num sistema de injeção em fluxo (FIA). Traçou-se as curvas de 

calibração da OTC em água Milli-Q e em tampão HEPES, para a OTC e para os interferentes. De 

forma geral, todos os MIPs reconheciam a OTC e os sensores que os incorporam responderam 

reversivelmente à mesma. A maioria dos sensores viram a sua sensibilidade à OTC aumentada com 

a mudança de água Milli-Q para o tampão HEPES e à exceção do sensor revestido com o MIP-3, 

que mostra uma preferência pela TC, todos os outros sensores mostram preferência pela OTC 

relativamente aos antibióticos e sais testados. O MIP-1 e o MIP-2 exibem uma preferência 

acentuada à OTC face aos restantes antibióticos. Apesar o MIP-2 ter apresentado uma seletividade 

semelhante ao anterior, não se aconselha o seu uso para águas de estuário devido as suas elevadas 

respostas ao NaCl. Posto isto, o MIP-1 foi o escolhido, como o mais adequado para o propósito do 

trabalho.  

Podemos concluir que, neste trabalho, o sensor revestido com o MIP-1 apresenta-se como 

o melhor sensor para a OTC, com respostas e recuperação rápidas e um grande intervalo de 

linearidade. Comparando os resultados obtidos com o sensor ótico já existente para a deteção da 

OTC, o sensor com o MIP-1 apresenta um LOD de 1,47ppm e uma sensibilidade de 0,505 Hz/ppm, 

que apesar de serem valores superiores aos do sensor ótico já publicado, podem ainda ser 

melhorados com uma otimização da deposição da membrana de reconhecimento.  

A disposição e a quantidade do elemento de reconhecimento em cima do cristal de quartzo 

deve ser o mais elevada, centrada e uniforme possível. Neste trabalho não se conseguiu avaliar a 

quantidade depositada através dos parâmetros elétricos e o processo de aplicação do revestimento 

não foi reprodutível. Conclui-se que a maior dificuldade do trabalho estará em melhorar o modo de 
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depositar o revestimento em cima do sensor, embora o LOD de 1,47 ppm do sensor com o MIP-1 

permita a sua utilização nas águas da aquicultura como pretendido. 
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Anexo A- Tabelas  

Tabela A1- Antibióticos utilizados como agentes ativos, na formulação de medicamentos para peixes na 

Europa.  

Antibiótico/agente ativo 
Países da Europa 

autorizado 

Antibiótico/agente 

ativo 

Países da Europa 

autorizado 

Cloridrato de 

Oxitetraciclina 

Reino unido 

Espanha 

Eslovénia 

Eslováquia 

Roménia 

Portugal 

Polónia 

Lituânia 

Itália 

Letónia 

Bulgária 

Croácia 

República Checa 

Irlanda 

Grécia 

França 

Finlândia 

Florfenicol 

 

Reino unido 

Espanha 

Eslovénia 

Eslováquia 

Roménia 

Portugal 

Noruega 

Lituânia 

Itália 

Letónia 

Grécia 

França 

Finlândia 

Dinamarca 

Bulgária 

Croácia 

República Checa 

Hungria 

Oxitetraciclina 

Itália 

Irlanda 

Chipre 

Ácido oxolínico 

 

Noruega 

Grécia 

França 

Dinamarca 

Clorotetraciclina Itália 

Cloridrato de 

Enrofloxacina 

 

Roménia 

Oxitetraciclina di-

hidratada 

 

Itália 

Cloridrato de 

Clortetraciclina 

 

Itália 

Sulfadiazina, Trimetoprim 

 

Eslováquia 

Grécia 

Itália 

Dinamarca 

Alemanha 

França 

Flumequina 

Bulgária 

Espanha 

Roménia 

Itália 

França 

Hungria 

Enrofloxacina Bulgária   
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Tabela A2 - Respostas do sensor revestido com o MIP-1, aquando injeção no sistema FIA de soluções de 

OTC, preparadas em água Milli-Q. Linha de base com água Milli-Q, com um caudal de 0,77 𝑚𝐿/𝑚𝑖𝑛. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soluções (𝑝𝑝𝑚) Soluções (𝑚𝑜𝑙/𝐿) ΔF (𝐻𝑧) Média (𝐻𝑧) Desvio 

5,00 1,0062E-05 

8 

8,0 0,0000 
8 

8 

8 

10,0 1,0062E-07 

9 

9,0 0,5000 
10 

9 

8 

25,0 5,0312E-05 

11 

10,5 0,5000 
11 

10 

10 

50,0 1,0062E-04 

14 

14,5 0,5000 
15 

15 

14 

80,0 1,61E-04 

18 

17,0 0,5000 
16 

17 

17 

100,0 2,01E-04 

19 

20,0 0,6667 20 

21 

125,0 2,52E-04 

23 

24,0 0,5000 
24 

24 

25 

150,0 3,02E-04 26 26 - 

175,0 3,52E-04 27 27 - 

200,0 4,02E-04 28 28 - 

250,0 5,03E-04 27 27 - 

300,0 6,04E-04 27 27 - 
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Tabela A3- Respostas do sensor revestido com o MIP-1, aquando injeção no sistema FIA de soluções de 

OTC, preparadas em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀. Linha de base em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀, com um caudal 

de 0,73 𝑚𝐿/𝑚𝑖𝑛. 
 

Soluções (𝑝𝑝𝑚) Soluções (𝑚𝑜𝑙/𝐿) ΔF (𝐻𝑧) Média (𝐻𝑧) Desvio 

5,00 5,031E-06 

8 

7,2 0,3750 
7 

7 

7 

10,0 1,006E-05 

12 

11,5 1,0000 
13 

11 

10 

25,0 2,520E-05 

19 

17,5 1,0000 
16 

18 

17 

50,0 5,030E-05 

33 

31,5 1,0000 
31 

30 

32 

75,0 7,550E-05 

45 

43,0 1,0000 
42 

43 

42 

100,0 1,010E-04 53 53,0  

125,0 1,260E-04 55 55,0  

200,0 2,010E-04 55 55 - 
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Tabela A4 - Respostas do sensor revestido com o MIP-2, aquando injeção no sistema FIA, de soluções de 

OTC, preparadas em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀. Linha de base em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀, com um caudal 

de 0,78 mL/𝑚𝑖𝑛. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soluções (𝑝𝑝𝑚) Soluções (𝑚𝑜𝑙/𝐿) ΔF (𝐻𝑧) Média (𝐻𝑧) Desvio 

5,00 1,006E-05 

3 

3,8 0,3750 
4 

4 

4 

10,0 2,012E-05 

6 

5,5 0,5000 
5 

6 

5 

25,0 5,031E-05 

7 

8,2 0,7500 
9 

9 

8 

50,0 1,006E-04 

15 

14,8 0,3750 
14 

15 

15 

40,0 8,050E-05 

12 

12,5 0,5000 
13 

13 

12 

30,0 6,04E-05 

10 

9,3 0,3750 
9 

9 

9 

75,0 1,509E-04 19 19,0  

100,0 2,012E-04 20 20,0  

200,0 4,025E-04 20 20 - 
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Tabela A5 - Respostas do sensor revestido com o MIP-3, aquando injeção no sistema FIA, de soluções de 

OTC, preparadas em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀. Linha de base em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀, com um caudal 

de 0,73 𝑚𝑜𝑙/𝑚𝑖𝑛. 

 

 

 

 

 

 
 

Soluções (𝑝𝑝𝑚) Soluções (𝑚𝑜𝑙/𝐿) ΔF (𝐻𝑧) Média (𝐻𝑧) Desvio 

20,0 4,02E-05 

7 

6,5 0,5000 
7 

6 

6 

30,0 6,037E-05 

7 

7,2 0,3750 
8 

7 

7 

40,0 8,050E-05 

8 

8,0 0,0000 
8 

8 

8 

50,0 1,006E-04 

9 

9,0 0,0000 
9 

9 

9 

100,0 2,012E-04 

14 

13,7 0,5000 
14 

13 

13 

60,0 1,207E-04 

10 

10,0 0,0000 
10 

10 

10 

80,0 1,610E-04 

12 

11,8 0,3750 
12 

12 

11 

15,0 3,019E-05 

5 

5,7 0,3750 
6 

6 

6 

200,0 4,025E-04 

14 

14,5 0,3750 
15 

15 

15 

150,0 3,019E-04 

14 

13,5 0,500 
13 

13 

14 
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Tabela A6 - Respostas do sensor revestido com o MIP-4, aquando injeção no sistema FIA, de soluções de 

OTC, preparadas em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀. Linha de base em tampão 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 0,001𝑀, com um caudal 

de 0,80 𝑚𝐿/𝑚𝑖𝑛. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soluções (𝑝𝑝𝑚) Soluções (𝑚𝑜𝑙/𝐿) ΔF (𝐻𝑧) Média (𝐻𝑧) Desvio 

1,00 2,01E-06 

4 

4,5 0,5000 
5 

5 

4 

2,00 4,025E-06 

8 

8,3 0,3750 
8 

9 

8 

4,00 8,050E-06 

17 

17,5 0,5000 
18 

18 

17 

6,00 1,207E-05 

28 

27,8 0,3750 
27 

28 

28 

8,00 1,610E-05 

35 

36,0 0,5000 
36 

37 

36 

10,0 2,012E-05 

46 

47,3 0,7500 
47 

48 

48 

20,0 4,025E-05 49 49,0  

30,0 6,037E-05 50 50,0  



 

 

 

Sensores químicos para antibióticos em aquicultura 

vii 

 

Anexo B- Espectros FTIR-ATR 

 

 
Figura B1 -Espectro obtido por FTIR-ATR do MAA.  
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Figura B2 -Espectro obtido por FTIR-ATR da OTC. 
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Figura B3 -Espectro obtido por FTIR-ATR do MIP-1,2,3 e 4. 
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Anexo C- Gráficos 

 

 

Figura C1- Representação gráfica da zona de linearidade das curvas de calibração em ppm de OTC 

em água Milli-Q, para os cristais revestidos com o MIP-1, MIP-2, MIP-3 e MIP-4 com um caudal 

de 0,77 mL/𝑚𝑖𝑛 para o MIP-1, MIP-2 e MIP-3 e com um caudal 0,80 mL/𝑚𝑖𝑛 para o MIP-4  
 

 

 

Figura C2-Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em ppm, e em água Milli-Q, com um caudal de 

0,77 mL/min. Cristal revestido com MIP-1. 
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Figura C3- Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em ppm, e em tampão HEPES de 0.001M, com 

um caudal de 0,73 mL/min. Cristal revestido com MIP-1. 

 

 

Figura C4 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em ppm, em tampão HEPES de 0,001M, com um 

caudal de 0,73 mL/min. Cristal revestido com MIP-2.  
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Figura C5 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da oxitetraciclina 

e dos interferentes, e dos interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em ppm, e em tampão 

HEPES de 0,001M, com um caudal de 0,76 mL/min. Cristal revestido com MIP- 3. 

 

Figura C6 - Representação gráfica da zona de linearidade da curva de calibração da OTC e dos 

interferentes, NaCl, MgCl2, TC, CIP, ENR e AO, em ppm, e em tampão HEPES de 0,001M, com 

um caudal de 0,80 mL/min. Cristal revestido com MIP-4. 
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