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Tudo tem o seu tempo determinado, e hd tempo para todo propdsito debaixo do
céu:
Tempo de nascer e tempo de morrer,
Tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou;
Tempo de matar e tempo de curar;
Tempo derribar e tempo de edificar;
Tempo de chorar e tempo de rir;

Tempo de prantear e tempo de saltar de alegria;
Tempo de espalhar pedras e tempo ajuntar pedras;
Tempo de abracar e tempo de afastar-se de abracar;
Tempo de buscar e tempo de perder;

Tempo de guardar e tempo deitar fora;

Tempo de rasgar e tempo de coser;

Tempo de ficar calado e tempo de falar;

Tempo de amar e tempo de aborrecer;

Tempo de guerra e tempo de paz”.

Eclesiastes 3: 1-8.
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RESUMO

Titulo: “Nanoreatores biomiméticos a peroxidase baseados em MIP: uma
estratégia promissora para determinagcdo de compostos fendlicos”.
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Orientador: Lauro Tatsuo Kubota

Palavras-chave: Polimeros com impressdo molecular, compostos fendlicos,
biomimético e peroxidase.

O presente trabalho descreve as aplicacbes de nanoreatores
biomiméticos a peroxidase baseados em MIP (“Molecularly Imprinted
Polymers”) como uma ferramenta promissora para determinacdo de
substancias de grande interesse biol6gico e ambiental, tais como os compostos
fenodlicos (4-aminofenol e serotonina). Neste sentido, a sintese dos MIPs foi
baseada na polimerizacdo convencional em “bulk”. Cada polimero foi
sintetizado a partir do 4acido metacrilico (mondmero funcional), etileno
glicoldimetilacrilato  (reagente de ligacdo cruzada), 2’2-azo-bis-iso-
butironitrila (iniciador radicalar), em presenca de Fe(Ill)protoporfrina(IX)
(hemina) como centro catalitico, o qual € responsavel pela mimetizacdo do
sitio ativo da peroxidase, criando portanto, um polimero com impressao
molecular cataliticamente ativo para o reconhecimento do 4-aminofenol e
serotonina (moléculas molde). Além disso, a fim de avaliar a seletividade do
material, foram preparados, paralelamente, polimeros sem a impressao
molecular (NIP — Non Imprinted Polymers) e também na auséncia de hemina.
Os MIPs foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho, area superficial especifica, volume especifico dos poros,
andlise termogravimétrica, microscopia eletronica de varredura. Parametros
cinéticos, incluindo valores de velocidade maxima, V,,, € constante aparente
de Michaelis—Menten, K,, foram obtidas pelo grifico de Lineweaver-Burk.
Para aplicacdo analitica, em amostras de dgua e soro sanguineo, sistemas
amperométricos foram otimizados através de analise multivariada.
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Title: “Biomimetic nanoreactors to the based peroxidase in MIP: a promising
strategy for determination of phenolics compounds”.

Author: Wilney de Jesus Rodrigues Santos

Adyviser: Lauro Tatsuo Kubota

Keywords: Molecularly imprinted polymer, phenolics compounds,
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The present work describes the applications of biomimetic nanoreactor
to the based peroxidase in molecularly imprinted polymers (MIP) as a
promising tool for determination of substances of high biological and
environmental interest, such as phenolic compounds (4-aminophenol and
serotonin). In this sense, the synthesis of MIPs was based on the conventional
polymerization in bulk. Each polymer was synthesized from methacrylic acid
(functional monomer), ethylene glycol dimethacrylate (cross-linking reagent),
2,2'-azobis-isobutyronitrile (initiator), n the presence of
Fe(IIl)protoporphyrin(IX) (hemin) as a catalytic center, which is responsible
for the mimic of the active site of peroxidase, creating therefore, a molecularly
imprinted polymer active catalytically for the recognition of the 4-
aminophenol and serotonin (template molecules). Furthermore, in order to
evaluate the selectivity of the material, were prepared, parallel, polymers
without the molecular impression (NIP - Non imprinted polymers) and also in
the hemin absence. The MIPs were characterized by the techniques of infrared
spectroscopy, specific surface area, specific pore volume, thermogravimetric
analysis, scanning electron microscopy. Kinetic parameters, including values
for maximum rate, V,,,, and Michaelis-Menten apparent constant, K,, were
obtained from Lineweaver-Burk plots. For analytical application, in samples
of water and blood serum, amperometric systems were optimized through
multivariate analysis.
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Capitulo I — Introducdo Geral

I. Introducao Geral

A importincia da determinacdo de compostos fendlicos é reconhecida
principalmente na drea da saide e na drea ambiental. Nas ultimas décadas,
compostos fenolicos vém causando problemas de poluicdo ambiental de
maneira generalizada, praticamente em todas as partes do mundo. Como
conseqiiéncia eles estdo presentes no meio aquitico como resultado de sua
ampla aplicacdo na 4drea industrial. S3o gerados a partir da producdo de
plasticos, corantes, farmacos, antioxidantes, papéis, produtos de reacdo de
processos de cloracdo, assim como, na industria petroquimica (POCURULL et
al., 1995b; GALCERAN e JAURECGUI, 1995; RODRIGUEZ et al., 2000).
Ocorrem também, como produtos de biodegradacdo de substancias humicas,
taninos e ligninas, sendo que a presenca destes em alimentos limita sua
digestibilidade (SHARMA et al., 1998). Podem ainda, ocorrer como produtos
de biodegradacdo de herbicidas e pesticidas organofosforados, sendo que, os
principais produtos de degradacdo sdo o clorofenol e o nitrofenol,
respectivamente (PUIG ¢ BARCELO, 1996). J4 na drea biolégica e
farmacoldgica os compostos fendlicos que mais tém sido pesquisados sdao os
neurotransmissores. Estes sdo mensageiros quimicos que transmitem uma
mensagem de um neurdnio a outro. Esta transmissdo ocorre pela secrecdo de
um neurotransmissor a partir de um neurdnio que se liga por um receptor
especifico localizado na membrana da célula mae (MICHAEL e
WIGHTMAN, 1999). Esta intera¢do entre o neurdnio € 0 neurotransmissor €
mais importante caminho de comunica¢do entre os neurdnios, por isso, 0S
neurotransmissores possuem um importante papel no sistema nervoso central

(MICHAEL e WIGHTMAN, 1999; DAMIER et al., 1999).
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Assim, o desenvolvimento de procedimentos para a deteccdo destas
espécies em diferentes matrizes € de grande interesse. Desta forma, a
determinacdo de compostos fendlicos € efetuada normalmente por meio de
técnicas espectrofotométricas, cromatograficas (incluindo as modalidades de
cromatografia liquida de alta eficiencia e gasosa) e eletroquimicas
(FIAMEGOS et al., 2000; VINAS et al. 2000; LIU et al. 2004;
HERNANDEZ et al. 1993).

A versatilidade das técnicas eletroquimicas e os menores limites de
deteccdo comumente obtidos em relacdo as espectrométricas, bem como seus
baixos custos de aquisicdo quando comparados as técnicas cromatograficas
fazem com que sejam amplamente aplicadas na determinagdo de compostos
fendlicos. Ademais, com dispositivos eletroquimicos adequados pode-se
monitorar on-line o analito na amostra (KIM e LEE, 2003).

Assim, o desenvolvimento de novas estratégias visando melhorar ainda
mais o desempenho das técnicas eletroquimicas se mostra promissor. Neste
contexto, novos materiais t€m sido propostos com €xito para a melhoria de
sensibilidade e/ou seletividade baseados na confeccio de sensores
modificados quimica ou biologicamente (biossensores ou imunossensores)
(CUl et al., 2002; LEITE et al., 2003; GRENNAN, et al., 2003).

Este campo de pesquisa contribui sobremaneira na solu¢io de diversos
problemas analiticos comumente encontrados na determinacdao de compostos
fendlicos em matrizes complexas. Entre os sensores modificados
biologicamente, os imunossensores se destacam pela consideravel
seletividade, os quais sdo baseados nos principios de extracdo em fase solida
de imunoensaios envolvendo a interagdo antigeno-anticorpo; entretanto, deve-

se salientar o alto custo dos anticorpos e problemas de estabilidade a eles
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atribuidos (MARTfN-ESTEBAN, 2001; STEVENSON, 1999). Face a estas
limitacdes, tem sido reportada na literatura uma nova abordagem de materiais
poliméricos seletivos conhecidos como MIP (do inglé€s, Molecularly Imprinted
Polymers), que simulam a interacdo antigeno-anticorpo (MASQUE et al.,
1998; MAYES e MOSBACH, 1997).

Os MIP sao obtidos por polimerizacdo na presenca de uma molécula
molde a ser impressa, de tal forma que um sdélido rigido polimérico é formado
ao redor do futuro analito. Apds a polimerizacdao a molécula que foi impressa
¢ removida por dissolucdo ou evaporacdo (quando sdo analitos volateis),
revelando sitios de ligacdo (cavidades) que sdo complementares em forma e
tamanho do analito. Com esta estratégia, o resultado € uma “memoria”
molecular na matriz polimérica, que € apropriada para que ocorra um processo
de inclusdo reversivel e um enriquecimento seletivo do analito. O dominio
dessa tecnologia vem permitindo uma melhor seletividade demonstrando
vantagens em relacdo aos imunossorventes em relacao a estabilidade quimica,
capacidade de sorcao e reprodutibilidade no preparo do polimero.

Com base nas observagdes efetuadas, o presente trabalho de Tese
contempla o desenvolvimento de novos nanoreatores biomiméticos a
peroxidase baseados em MIP, onde trata sem duivida de uma contribuig¢io
significativa para a quimica analitica, principalmente devido o fato de existir,
na literatura, uma escassez de dados sobre o emprego de MIP como materiais

sintéticos visando a determina¢do de compostos fendlicos.
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I.1. Compostos fendlicos: importancia e perspectivas

I.1.1. Interesse clinico-farmacolégico

As éareas da saude possuem grande interesse no desenvolvimento de
pesquisas que envolvam os compostos fendlicos, pois alguns destes compostos
pertencem a classe dos neurotransmissores. Os neurotransmissores Sao
substancias importantes tanto para o sistema nervoso central (SNC) como para
o sistema nervoso periférico.

Recentemente, eles t€m atraido muito a aten¢do, pois foram obtidos
progressos valiosos em sua caracterizagdo, sua localizacdo e elucidacao dos
eventos moleculares que os envolvem. A quantificacdo destas substincias no
tecido cerebral e nos fluidos extra-celulares vem sendo usada para desenvolver
estratégias de tratamento e em diagndsticos de doengas neuropsiquiatricas e
neurodegenerativas.

Os neurotransmissores sao conhecidos também como aminas biog€nicas
como as catecolaminas — dopamina, epinefrina e norepinefrina — e as
indolaminas, como a serotonina. Dentre estes neurotransmissores, a serotonina
vem destacando por ser intensamente pesquisada em varios setores, tais como
medicina e quimica. Ela € derivada do triptofano e, nos mamiferos, é
sintetizada no cérebro e em outros tecidos como, por exemplo, no figado. Esta
molécula esta largamente distribuida na natureza, sendo encontrada na maioria
dos vertebrados e invertebrados, no veneno de vespas e escorpides, € em
varios frutos, tais como abacate, banana, berinjela, maracuj4, tomate, abacaxi
e outros (ZANINI e OGA, 1994). Na sua biossintese, primeiro o triptofano

sofre uma hidroxilacdo pela acdo da triptofano hidroxilase, formando o 5-
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hidroxitriptofano, que sofre entdo uma descarboxilacdo formando a serotonina
(Figura I.1). E também conhecida por 5-HT ou 5-hidroxitriptamina.

NH,

HO
N\

N
H
Figura I.1: Estrutura quimica da serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT).

Os neurotransmissores podem ser inibitorios ou excitatorios, sendo a
serotonina um neurotransmissor excitatorio. No sistema nervoso central, ela
estd relacionada com a temperatura corporal, percep¢do sensorial, sono e
controle hormonal. Interfere na fisiopatologia de desordens afetivas, estados
hiperagressivos e na depressdo. Foi sugerida sua participagdo também nas
disfun¢des mentais, principalmente a esquizofrenia (ZANINI e OGA, 1994;
VALLE et al., 1991). Em estudos sobre o envelhecimento humano, a
serotonina tem sido estudada em conjunto com os demais neurotransmissores
nas funcdes da memoria, pensamento, emo¢do € comportamento. Uma das
explicacdes para a depressdo € o abaixamento no nivel de serotonina, que
resulta em um humor deprimido (COHEN, 1995).

Os niveis normais de serotonina no organismo estao entre 0,5 — 1,3
umol L. Valores acima destes podem indicar a presenca de carcinomas. Estes
tumores secretam grandes quantidades de serotonina e produzem manchas

cutaneas por vaso dilatacao.
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I.1.2. Impacto ambiental

O interesse no impacto ambiental provocado pelos compostos fendlicos
tem sido evidenciado devido a sua ampla aplicacdo em processos industriais.
Por exemplo, o pentaclorofenol € utilizado como conservante para madeiras, o
fenol € gerado a partir da degradacdo de lignina na producao de papel, os
clorofendis originados de fendis em dgua clorada e produtos de degradacado de
herbicidas. Os nitrofendis sdo formados fotoquimicamente na atmosfera pela
queima de combustiveis e como produtos de degradacdo de pesticidas
organosfosforados, os aminofendis sdo intermediérios especificos na produgao
de corante (PULGARIN e KIWI, 1995; POCURULL et al., 1995a;
GALCERAN e JAUREGUI, 1995; RODRIGUEZ et al., 2000). Dependendo
dos substituintes presentes no anel fendlico, muitos destes compostos tornam-
se altamente téxicos e possivelmente mutagénicos (PUIG e BARCELO, 1996;
EDER et al., 1998).

Dentre os aminofendis (Figura 1.2), o 4-aminofenol (4-APh) tem sido
amplamente utilizado como matéria-prima de reagentes quimicos e
intermedidrio importante em varios campos, tais como medicina, corantes,
borracha, petrdleo, produtos farmacéuticos, Opticos, fotograficos, resinas,
vernizes, perfumes, etc (MITCHELL, 1992). Alguns residuos produzidos por
estes processos conduzem a graves problemas de poluicdo ambiental. Desde
1994, a producao total de 4-APh em todo o0 mundo vem aumentando em 5%
em cada ano, assim a quantidade de dguas residuais provenientes das fabrica
com 4-APh aumenta. O 4-APh é muito nocivo para o corpo humano devido a
sua semelhanca estrutural com a anilina e fenol, além de ser um produto

metabolico do inseticida paration. Portanto, € de grande importancia monitorar
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vestigios do 4-APh em 4guas residuais industriais € em 4guas ambientais

(KAROUSOS e REDDY, 2002).

OH OH OH
™ QL
NH,
NH,

(a) (b) (c)

Figura 1.2: Estrutura quimica do (a) 2-aminofenol ou orto-aminofenol, (b) 3-
aminofenol ou meta-aminofenol e (c) 4-aminofenol ou para-aminofenol.

E importante ressaltar que varios fendis substituidos, como cloro e
nitrofendis, sdo altamente toxicos para o homem e organismos aquiticos
(ORTEGA et al., 1994; RUSSELL e BURTON, 1999; CAMPANELLA,
1993; ZIMMERMANN e TAYLOR-MAYER, 1985). Mesmo em pequenas
concentragdes (<1 ppm), compostos fendlicos afetam o gosto e o odor de
aguas potaveis e peixes (ORTEGA et al., 1994). Muitos destes compostos
possuem efeitos toxicos em animais e plantas, pois facilmente penetram pela
pele e membranas celulares, determinando um amplo espectro de
genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepato-toxicos, além de afetarem as
velocidades das reacdes biocatalisadas nos processos de respiracdo e
fotossintese (ORTEGA et al., 1994; RUSSELL e BURTON, 1999). Assim,
fenodis e especialmente seus derivados clorados, nitrados e alquilados t€ém sido
definidos como poluentes perigosos devido a sua alta toxicidade e persisténcia
no ambiente, e estdo presentes na lista de substincias perigosas e poluentes
prioritarios da EC (Comissao Européia) (VINCENT et al., 1991) e da EPA
(Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana) (SVITEL e MIERTUS,
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1998; EPA, 1984; EPA, 1980). A diretiva (80/778 EEC) (NISTOR et al.,
1999; PUIG et al., 1996) da Comunidade Econdmica Européia, por exemplo,
determinou como concentracdo maxima permitida, para todos os tipos de
fenéis em meio aquoso, o valor de 0,5 mg L' e 0,1 mg L' para fendis
individuais. O Instituto Nacional Norte-Americano para Saude e Seguranca
Ocupacional, estabeleceu como limite de exposicao a concentragdo de 5 mg L
! para o fenol e, por exemplo, 2,3 mg L™ para isdmeros de cresol. Assim, o
desenvolvimento de procedimentos para a detec¢ao e determinag¢ao simultanea
destas espécies quimicas em diferentes matrizes € de grande interesse (PUIG

etal., 1996).

I.2. Métodos empregados para determinacao de compostos

fenolicos

Como sdo varios os compostos fenolicos de interesse, seja ambiental,
clinico ou farmacéutico, atualmente, existem diversos métodos que podem ser
aplicados para andlise desses compostos em diferentes matrizes. Serdo
descritos os principais métodos pata determinacdo de 4-aminofenol (4-APh) e
serotonina (5-HT), os quais serdo representantes dos compostos fendlicos de
interesse ambiental e bioldgico, respectivamente.

Uma revisdo na literatura revelou que muitos métodos tém sido
apresentados para a andlise de 4-APh, como métodos gravimétricos
(YESILADA et al., 1991), titrimétricos (FOGG et al., 1970; SRIVASTAVA
et al, 1985), UV (BRITISH PHARMACOPOEIA, 1993),
espectrofotométricos (HEWALA, 1994; YESILADA, 1991; BLOOMFIELD,
2002), fluorimétricos (WANG et al., 1993; ZHU e TAN, 1995),
cromatograficos (LI et al., 2002; LI e WANG, 1996; ZHANG et al., 1998;
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RAU et al., 1991; SCHULTZ, 1984), eletroforéticos capilares (ZHANG et al.,
1998), eletroquimicos (ARKADI et al., 1995; LAU, 1989) entre outros.

Apesar de muitos desses procedimentos serem sensiveis, permitindo a
quantificacdo do 4-APh abaixo do limite requerido pela legislagdo ambiental
internacional, eles muitas vezes sdo lentos, requerem etapas de extracdo ou
pré-concentracdo, que aumentam o risco de perda da amostra, as vezes sao
caros e também necessitam de operadores habeis.

Também tem sido usado no monitoramento ambiental do 4-APh, ensaio
baseado em componentes bioldgicos, tais como enzimas (GHINDILIS, 1995;
LAMAS-ARDISANA, 2008; YANG e KULKARNI, 2000) e os
immunoensaios (NIWA, 1993; GHINDILIS et al., 1998; TRAU et al., 1997).
Entretanto o nimero de enzimas que podem ser usadas para uma detecc¢ao
seletiva € muito limitado, por isso o desenvolvimento de imunoensaios para a
determinacdo de derivados fendlicos cresceu bastante nas ultimas décadas.

Desta forma, imunoensaios usados para a determinacdo de 4-APh foram
desenvolvidos de forma simples (NIWA, 1993; GHINDILIS et al., 1998;
TRAU et al., 1997), ou acoplados a cromatografia liquida (STAIMER, 2001),
permitindo limites baixos de detec¢do. No entanto, a principal desvantagem
desse tipo de metodologia € a estabilidade do sistema, ja que se trata de uso de
espécies bioldgicas.

Para a determinacdo de 5-HT geralmente sdo utilizados os métodos
espectrofotométricos (JIN et al., 2008), eletroforéticos capilares (PETERSON
et al, 2004), cromatogrificos com deteccdo eletroquimica (QU, 1997),
fluorimetrica (YOSHITAKE et al., 2001; YOSHITAKE et al., 2003) e
espectrometria de massas (GREGERSEN, 2008), mas como citado

anteriormente, esses métodos ndo sdo sensiveis o Dbastante, requerem
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instrumentos complicados e caros, consomem muito tempo, usam reagentes
toxicos, ou fornecem altos limites de detec¢do. No sentido de usar quantidades
minimas de reagentes e menores tempos de andlise, métodos eletroquimicos
envolvendo o desenvolvimento de sensores quimicos também tém sido usados
para o monitoramento do 5-HT (YAO et al., 2009; SUN et al., 2009; LI e
LIN, 2007; WU et al., 2003; ZENA et al., 1998; ONI e NYOKONG, 2001;
GOYAL et al., 2007).

Assim, métodos eletroanaliticos possibilitam a realizacdo de andlises
com maior versatilidade, baixo custo e simplicidade. No entanto, os principais
materiais utilizados para a determinacdo desses compostos sdo materiais
bioldgicos como enzimas, entre outros, os quais formam os denominados
biossensores. Contudo, a principal desvantagem destas biomoléculas em
sensores estd associada a baixa estabilidade quimica e fisica, resultando em
uma falta de estabilidade operacional e de armazenagem, razdes pelas quais os
receptores artificiais t€m atraido interesse crescente.

Uma metodologia alternativa que envolve o uso de receptores artificiais
¢ a de impressdo molecular. A alta estabilidade e seletividade destes materiais
surgem como uma alternativa para o desenvolvimento de dispositivos
biomiméticos. Desta forma, as vantagens oferecidas pelos polimeros com
impressdo molecular ficam bastante claras em relacdo as biomoléculas
naturais. Com base no exposto, a seguir sdo descritas as estratégias que tém
sido empregadas para uso e desenvolvimentos desses polimeros com

impressao molecular.
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1.3. Polimeros com Impressao Molecular (MIP)

1.3.1. Historia dos MIP

O reconhecimento especifico molecular € um requisito fundamental dos
sistemas vivos. Assim, ndo é surpreendente que os cientistas ao longo dos
anos tenham investido grandes somas de tempo e esforco na tentativa de
mimetizar funcdes bioldgicas responsaveis pela seletividade inerente as
interacdes enzima-substrato, antigeno-anticorpo e firmaco-receptor.

Tal interesse foi certamente influenciado por trés fatos memoraveis da
histéria da ci€ncia: 1) a primeira teoria sobre as enzimas de Berzelius (1835),
2) a teoria dos receptores de Ehrlich (LIMBIRD, 2004) e 3) a teoria de
formagdo dos anticorpos de Pauling (1940). Nessa ultima, Pauling
preconizava que o antigeno se portava como uma molécula molde e os
anticorpos eram modelados ao redor dessa molécula, gerando configuragcoes
complementares altamente seletivas (PAULING, 1940). Fundamentado nas
notaveis idéias de seu mestre, Dickey (1949) sintetizou um adsorvente seletivo
para molécula especifica.

A partir dai, tornou-se de grande interesse elaborar materiais com
seletividade atribuida principalmente a sua estrutura tridimensional
complementar a da molécula molde. Em 1972, Wulff e Sarhan (1972)
sintetizaram um polimero orginico enantioseletivo para acido glicérico, em
que as interacdes entre tal molécula e os mondmeros funcionais eram de
natureza covalente. A principal caracteristica desses polimeros era sua alta
seletividade, como conseqiiéncia da boa interagdo entre 0s moOnOMEros

funcionais e a molécula molde. Contudo, cabe ressaltar que o processo de
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retirada da molécula molde do sitio de ligacdo mostrou-se dificil, sendo
necessario, em alguns casos, o emprego de condicdes drésticas de hidrolise.
Na década de 1980, Arshady e Mosbach (1981) reportaram o primeiro artigo
sobre um MIP que interagia com a molécula molde por meio de ligacdes ndo-
covalentes, permitindo que o processo de desligamento fosse suscetivel a
fatores como modificacdo do pH, forca i6nica, solvente, dentre outros. Por
fim, Whitcombe et al. (1995) propuseram um novo MIP, onde a molécula
molde e o mondmero funcional interagiam por ligacdes covalentes no
momento da sintese e, por ligacdes nao-covalentes no momento de re-ligacao
(outras ligacdes da molécula molde com o sitio do MIP). Apds a sintese, era
necessaria uma hidrdlise para a retirada da molécula molde do sitio do MIP,
permanecendo, nesse local, grupos ligantes capazes de interagir nao-
covalentemente com a molécula molde em futuras interagdes. Dessa forma, foi
possivel associar as vantagens inerentes as metodologias de sintese covalente
e ndo-covalente.

A partir da década de 1990, observou-se um aumento exponencial do
nimero de trabalhos sobre MIP, denotando sua importancia em diversas dreas
da ciéncia, com destaque para a quimica analitica, bioquimica e ciéncias

farmaceéuticas.

1.3.2. Estratégias e procedimentos de impressao molecular

O principio da impressdo molecular € baseado em trés etapas principais
(1) pré-arranjo do mondmero ao redor da molécula molde (também referida
como molécula chave, molécula alvo, molécula impressa, antigeno impresso

ou analito), (ii) polimerizacdo na presenca de um reagente de ligacdo cruzada
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e (ii1) remocdo da molécula alvo por um processo de extracao (GUPTA e
KUMAR, 2008). Esse principio da impressao molecular € mostrado na Figura

L.3.

Mono6meros
funcionais Reagente de ligagdo cruzada

: Ly
Pré- pohmenzagao Pohmenzagao ; Remocdo
(' \ =

—t

Sitio de ligagdo

‘”Template

Figura 1.3: Representacdo esquematica do processo de formacao de MIP.

O primeiro passo para sintese dos MIP consiste em estabelecer
criteriosamente a escolha do analito e do mondmero funcional.

O analito necessita conter em sua estrutura molecular grupos funcionais
capazes de interagir fortemente com os mondmeros, a fim de formar uma
espécie de complexo estdvel. Como ja mencionado, a interacdo analito-
mondmero pode se dar por meio de ligacdo covalente ou ndo covalente, por
meio de ligacdo de hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo, intera¢do idnica ou
por interag¢do hidrofébica (AL-KINDY et al., 2000).

Polimeros constituido por ligacdo covalente possuem sitios mais
seletivos, dada a uniformidade gerada nos mesmos. Por outro lado, quando
esta estratégia € adotada, a necessidade do uso de mondmeros e analitos que
estabelecam ligacdes covalentes restringem a aplicabilidade dos MIP para
poucos analitos. Adicionalmente, estudos t€ém mostrado que tais polimeros
apresentam uma cinética lenta de retengdo dos analitos na cavidade do

polimero (AL-KINDY et al., 2000).
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Por outro lado, polimeros preparados a partir de ligacdes ndo-covalentes
freqlientemente apresentam diametros de particulas e sitios seletivos menos
uniformes. Porém, apesar destas desvantagens, esta abordagem de preparo é
mais utilizada, dada a maior flexibilidade de aplicacio dos MIP para
diferentes analitos (ANDERSSON et al., 1984).

A escolha do mon6mero funcional deve ser criteriosamente embasada
na complementaridade entre 0 mesmo e a molécula molde. Dessa forma, é
comum o emprego de um mondmero funcional doador de préton (carater
acido) e uma molécula molde aceptora de préton (cardter basico), ou vice-
versa (TARLEY et al., 2005).

Nesse contexto, dois mondmeros funcionais se destacam, o acido
metacrilico e a 4-vinilpiridina, empregados para molécula molde basicas e
acidas, respectivamente. Contudo, outros também tém sido usados, sempre
objetivando uma perfeita interacio e conseqiiente obtencdo de sitios
especificos e em alto numero. A Tabela I.1 (TARLEY et al., 2005) apresenta
alguns mondmeros funcionais, da qual todos sdo potenciais de interagdes
10nicas, de ligacdo de hidrogénio e também de coordenagdo com a molécula

molde.
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Tabela I.1: MonOmeros tipicamente usados no preparo dos MIP.

Monodmero funcional Estrutura quimica
Acido acrilico kn/OH
(6]
Acido meta-acrilico )H(OH
o)
=
Acido p-vinilbenzdico /\©\’(OH
O
Acido )\,(NH{ASM
acrilamidosulfénico 0
Amino metacrilaminada )\[(NH\{/\ NR,
0
Z X
4-Vinilpiridina |
_N
e VAN
2-Vinilpiridina |
pZ
. . . . / /
4-Vinilimidazol NH
N~/
=
e NN
1-Vinilimidazol N\/N

/ NH2
Acrilamida W
0
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Outro ponto importante € a concentracdo. Para tal avaliacdo ¢é
importante ressaltar que a interacdo analito-mondmero € governada por um
processo em equilibrio, quantidades superiores do mondémero em relacdo ao
analito (geralmente 4:1) devem ser empregadas com intuito de deslocar o
equilibrio, para formar maior quantidade de sitios especificos de
reconhecimento (ANDERSSON et al., 1984, MARTfN—ESTEBAN, 2001).

O solvente é outro parametro importante na sintese de MIP que tem
como finalidade solubilizar os reagentes da sintese, além de contribuir na
formacao adequada de poros (TARLEY et al., 2005). Por outro lado, o
solvente nao deve interferir na formacdo do complexo mondmero funcional-
molécula molde, uma vez que tal interferéncia pode conduzir a formacado de
sitios de ligacdo pouco seletivos e em pequeno nimero. Como a maioria das
interacdes entre monOmero funcional-molécula molde ocorre por meio de
forcas eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio, os solventes mais adequados
nessa situacdo s@o aqueles de cardter apolar, apréticos e de baixa constante
dielétrica, tais como cloroférmio e tolueno.

Contudo, quando ocorrem problemas de insolubilidade, podem ser
empregados solventes de constante dielétrica maior (eg. acetonitrila),
mediante a formacdo de MIP menos seletivos. Outra funcdo importante do
solvente é auxiliar na forma¢do de macroporos no polimero, e, por essa razao,
eles sio comumente intitulados de solventes porogénicos.

Como regra geral, o aumento do volume do solvente porogé€nico
aumenta a porosidade do polimero, e solventes volateis conduzem a formacao
de boas estruturas de poros (alta area superficial) (CORMACK e ELORZA,

2004). Vale também ressaltar que polimeros pouco porosos apresentam baixa
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capacidade de reconhecimento molecular devido a lenta difusdo dos analitos
em direcdo aos sitios seletivos (MARTIN-ESTEBAN, 2001).

Entretanto, embora os solventes apolares, aproticos e de baixa constante
dielétrica sejam os mais indicados para a sintese do MIP, o polimero
manifestard maior cardter seletivo se a amostra, por ele processada, estiver em
um meio similar ao da sintese (MARTfN—ESTEBAN, 2001). Uma alternativa
¢ promover uma extracdo liquido-liquido dos analitos antes da percolacio pelo
MIP, ou, ainda, efetuar a sintese do MIP em um meio polar (normalmente
metanol:igua). Porém, nesse ultimo caso, o MIP pode ser sintetizado somente
para algumas moléculas molde, devido a necessidade das mesmas de
apresentar carater anfifilico (CARO, 2004; BAGGIANI, 2001).

O reagente de ligacdo cruzada na sintese de um MIP exerce diferentes
funcdes. Ele € um dos fatores que responde pela estabilidade mecéanica da
matriz polimérica, e pela textura do material (CORMACK e ELORZA, 2004).
Um grande numero de reagente de ligacdo cruzada (Figura 1.4) é compativel
com impressao molecular, muitos dos quais sdo capazes de formar complexos

com a molécula molde, atuando como mondmero funcional.
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Figura 1.4: Exemplos de estrutura quimica de reagentes de ligacdo cruzada
usualmente empregados na impressdo molecular. (a) etileno glicol
dimetacrilato (EDGMA); (b) tetrametileno dimetacrilato (TDMA); (c) p-
divinilbenzeno (DVB); (d) 1,3 diisopropenil benzeno (DIP); (e) N, O,
bisacriloil-L-fenilalaninol; (f) 2,6 bisacriloilamidopiridina; (g) 1,4 fenileno
diacrilamina; (h) 1,4 diacrilol; (1) N, N'-metileno bisacrilamida; (j)
anidroeritrotol dimetacrilato; (1) isopropilenebis (i,4-fenileno) dimetacrilato;
(m) trimetilpropano trimetacrilato (TRIM).
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Contudo, cabe destacar que o etileno glicol dimetacrilato tem sido o
reagente de ligacdo cruzado mais largamente empregado, devido a formacgao
de polimeros térmica e mecanicamente estaveis e com rapida transferéncia de
massa. Muito tem sido escrito sobre a propor¢ao dos reagentes de ligacdo
cruzada durante a sintese. Porém, o que se pode concluir, sob o ponto de vista

da polimerizacao, € que sao requeridas altas propor¢des de reagente de ligacao
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cruzada (SELLERGREN, 1989), de modo a acessar permanente os poros do
polimero e, assim, gerar materiais com adequada estabilidade mecanica
(CORMACK e ELORZA, 2004).

Para que possa ocorrer a reagdo de polimerizagcdo do reagente de ligacao
cruzada em torno do complexo molde-mondmero funcional € acrescentado um
iniciador radicalar ao meio.

O iniciador radicalar € responsavel pela geracao dos necessdrios radicais
livres para que ocorra a polimerizacao, pois somente os reagentes de sintese
(mondmero funcional, molécula molde, reagente de ligacdo cruzada e
solvente) comentados anteriormente nao sao suficientes. Assim, é
indispensavel o emprego de iniciadores radicalares em associagdo com
estimulos fisicos como temperatura e radiacdo UV. O 2,2’-azo-bis-iso-
butironitrila (AIBN) é o mais empregado na sintese dos MIP, mas outros
também podem ser utilizados (GORMACK, 2004) (Figura 1.5). A escolha
destes reagentes € ditada pela natureza da interacdio do analito com o
mondmero. Se a interagdo ocorrer por ligacdo de hidrogénio, recomenda-se
efetuar a polimerizacdo em baixas temperaturas e, nestas circunstancias, os
iniciadores radicalares ativos fotoquimicamente s3o mais indicados

(CORMACK e ELORZA, 2004).
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Figura L.5: Estruturas moleculares dos iniciadores radicalares empregados na
sintese de MIP. (a) 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN); (b) azo-bis-
dimetilvaléronitrila (ABDV); (c) dimetilacetal de benzila; (d) peréxido de
benzoila (BPO) e (e) 4dcido 4,4’-azo-bis (4-ciano pentaendico).

Vale lembrar que a capacidade de reconhecimento molecular do MIP
deve ser avaliada em relacdo a um polimero nao impresso (NIP), do inglés
Non Imprinted Polymer. Este material € sintetizado da mesma forma que o
MIP, exceto pela adi¢ao da molécula molde ao meio reacional. Desta forma, o
NIP funciona como um polimero de controle uma vez que nao apresenta sitios
especificos de ligacdo (YAN e RAMSTROM, 2005).

Os MIP sao preparados convencionalmente pelo método conhecido por
polimerizacdo em “bulk”, onde a reagdo € realizada em sistema homogéneo.
Esta reacdo é conduzida em frascos selados contendo mon6mero funcional,
analito, solvente, reagente de ligacdo cruzada e iniciador radicalar. A reacdo
ocorre na auséncia de oxigénio sob fluxo de N, ou Ar e induzida com
aquecimento e/ou radiacdo UV. O oxigénio deve ser eliminado do meio
reacional, pois retarda a reacdo de polimerizacdo radicalar (CORMACK e

ELORZA, 2004). Por fim, o s6lido polimérico resultante € moido, peneirado e
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submetido a uma lavagem com solvente para extracdo do analito, visando seu
uso posterior (MASQUE, 1998; PRASAD e BANERIJEE, 2002).

Apesar do método de polimerizacdo em “bulk”, ser considerado um
método universal de preparo dos MIP, basicamente devido a sua simplicidade,
o processo de quebra e trituracdo do polimero € laborioso e alguns sitios
seletivos formados sdo parcialmente destruidos, o que diminui a capacidade
seletiva de retencdo do polimero (SELLERGREN, 1997; MART IN-
ESTEBAN, 2001).

Diante destas consideragcdes, novas concep¢des de preparo dos MIP sdo
relatadas na literatura com intuito de produzir particulas com tamanhos
uniformes. Ao contrario do método de polimerizacdao em “bulk’, cuja sintese é
realizada num sistema homogéneo, a maioria dos novos métodos de preparo
contemplam reagdes em sistemas heterogéneos, incluindo a polimerizagao por
suspensdao (MATSUI et al., 1997), por precipitacdo (YE et al., 1999) e por
expansao em multi-etapas (HOSOYA, 1994).

Outros métodos de preparo dos MIP contemplam reacdoes de
polimerizacdo dentro de poros de sélidos (silica e resinas) (PLUNKETT e
ARNOLD, 1995; YILMAZ et al., 2002) e reacdes de polimerizagdo sobre
superficie modificada de suporte s6lido (QUAGLIA et al., 2001).

1.3.3. MIP como material biomimético

A designacdo desta recente e promissora drea de estudo cientifico
provém da observacdo da Natureza e procura estimular novas idéias para
produzir sistemas sintéticos parecidos com os encontrados nos sistemas

bioldgicos. Este estudo permite desenvolver ou aperfeicoar metodologias e
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estratégias alternativas, encontrando nas estruturas moleculares do mundo
natural um modelo perfeito de inspiracdo e imitacdo. Mas, quais seriam as
vantagens de mimetizar a natureza?

Primeiramente o0s processos naturais sdo altamente seletivos e
eficientes. Outra vantagem € que essas reacOes possuem um excelente
aproveitamento energético € obt€ém alto rendimento em todos os processos.
Dessa forma, o grande potencial desses sistemas os tornam extremamente
versateis para a utilizacao em diversas dreas da quimica. Assim, o termo MIP
como material biomimético refere-se aqueles MIP nos quais os elementos
bioldgicos, usados nos biossensores convencionais, sdo substituidos por
compostos ou materiais que permitem a ocorréncia de interacoes de
reconhecimento de forma seletiva para um determinado analito, de forma
similar ao que ocorre com as espécies quimicas de natureza bioldgica.

Neste sentido, por muitos anos a mimetizacdo das enzimas tem sido
motivo de inspiracdo para pesquisa. Suas propriedades Unicas sdo atribuidas a
sua estrutura tridimensional bem organizada que contém sitios cataliticos para
ligacdo com a molécula alvo. Apesar da grande versatilidade e perspectivas
positivas das enzimas, seu uso € muitas vezes limitado devido sua
sensibilidade e instabilidade as mudancas de pH, temperatura, solventes
organicos, etc.

Neste contexto, muitos cientistas investigaram o desenvolvimento de
receptores sintéticos que imitam as habilidades moleculares de moléculas
bioldgicas (anticorpos, enzimas, etc.) (WULFF, 195; RAMSTROM et a.,
1996). Esses receptores apresentam vantagens em relacdo aos materiais
biolégicos como, facil preparo; baixo custo; possibilidade de sintese em

situacoes onde nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) se encontra
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disponivel; resisténcia a ambientes adversos, como na presenca de &cidos,
bases, fons metdlicos, solventes organicos, altas temperaturas e alta pressao
(TARLEY et al., 2005).

Por isso, uma drea que oferece grande potencial para minimizar 0s
problemas acima descritos, € conseqiientemente, aumentar a aplicabilidade e
efici€ncia desses sistemas, € a que compreende impressdo molecular em
associacdo com receptores artificiais, as metaloporfirinas. Por esta razio, essa
nova tendéncia de pesquisa esta relacionada a descoberta de novos materiais e
inovacgdes nos processos quimicos cataliticos, procurando descobrir novos
mecanismos mais seletivos e com maior sensibilidade.

Assim, as metaloporfirinas sdao hédbeis em reproduzir € mimetizar
diferentes reacdes mediadas por enzimas, principalmente reacdes de oxidagao,
pois sao moléculas receptoras de elétrons, fundamentais na quimica de
materiais moleculares onde sdo usados como materiais eletroativos. Essa
similaridade €, sem divida, um grande incentivo para o estudo de reacdes
catalisadas por esses complexos (TOMA, 1984; COTTON et al., 1999;
MEUNIER, 1992). E catalisa-las com os polimeros com impressao molecular,
espera-se desenvolver novos materiais com caracteristicas melhoradas.

Assim, somando-se as propriedades dos MIP com a alta seletividade e
efeito catalitico dos complexos metélicos, torna-se possivel a construcdo de
dispositivos que apresentam alternativas promissoras, em detrimento as
enzimas, aos anticorpos € receptores naturais. Por estas razdes, esta
metodologia pode se destacar por ser um amplo campo a ser explorado, pois
poucos sao os trabalhos que exploram a atuacdo desses receptores.

A estratégia de usar a ferriprotoporfirina IX (hemina) como um material

sintético na sintese do MIP € para mimetizar a peroxidase. A hemina € um
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grupo prostético importante da peroxidase. Devido as caracteristicas
estruturais unicas da hemina, seu uso € justificado pelo fato de atuar como
grupo prostético da enzima, além de possuir grupos vinilicos necessarios para
polimerizagdo e fazer interacao com a molécula molde.

Esta caracteristica garante boa seletividade e alta afinidade de ligacao
para o polimero a base de hemina em comparacdo aqueles que fazem uso
apenas do 4cido metacrilico como mondmero funcional.

No trabalho desenvolvido por Cheng et al. (2004) o MIP foi
sintetizado com o substrato dcido homovalinico (HVA) como molde e a heme
introduzida como centro catalitico. As propriedades cataliticas foram
estudadas sob condi¢cdes aquosas cuja quantificacdo foi realizada por
espectrofotometria, emissdo de florescéncia e HPLC. Em outro trabalho,
Cheng e Li (2006) estudaram o papel de cada reagente da sintese no
reconhecimento molecular na atividade catalitica deste mesmo polimero.

Tong et. al (2002), realizaram estudos onde os MIP foram sintetizados
com a protoporfirina de zinco como mondmero funcional fluorescente e
aplicados para o reconhecimento seletivo da histamina.

Desta forma, os métodos até entdo apresentados para a mimetizagdo da
peroxidase sintética, mostram o emprego de técnicas laboriosas das quais
podem comprometer a rapidez dos experimentos. Todavia, o desenvolvimento
de métodos acoplados as técnicas eletroquimicas para esses fins, se faz

necessario, por ser um campo ainda pouco explorado.
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1.3.4. MIP em Quimica Analitica

A tecnologia de impressao molecular tem sido amplamente empregada
em diversas areas, com destaque para a quimica analitica. O primeiro trabalho
com emprego de MIP em quimica analitica € datado de 1972, onde Wulff e
Sarhan (1972) descreveram a sintese do polimero com sitios seletivos para
separacao enantiomérica de racematos de acgucares.

Desde entdo, os referidos materiais vém sendo amplamente empregados
no preparo de amostras atuando em processos de extracdo em fase solida
(ANDERSSON, 2000) e microextragdo em fase sélida (KOSTER et al.,
2001), em técnicas de separacdo, tais como, cromatografia liquida de alta
eficiencia (HWANG e LEE, 2002), eletroforese capilar (SCHWEITZ et al.,
1997), eletrocromatografia capilar (SUEDEE et al., 1999) e cromatografia em
camada delgada (KRIZ e MOSBACH, 1995) visando, principalmente, a
separacdo de espécies enantioméricas. Também, hd um amplo campo de
pesquisa dos MIP em associagdo com técnicas eletroanaliticas (CHOW et al.,
2002) enfocando o desenvolvimento de sensores quimicos.

O primeiro sensor a base de MIP foi reportado em 1993 por Hedborg et
al. (1993). O sensor constituia-se de um capacitor de efeito de campo
contendo uma fina membrana de MIP seletivo a fenilalanina. A ligacdo do
analito resultava na mudanca da capacitancia do dispositivo, permitindo sua
deteccao.

Outros importantes sensores quimicos sdo aqueles sensiveis a massa
como a microbalanca de cristal de quartzo (MALITESTA et al., 1999).
Quando se processa a passagem do analito pelo sistema, esse se liga

seletivamente as cavidades do MIP causando um aumento da massa e, como
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conseqiiéncia, uma diminuicdo da freqii€ncia de oscilacdo (sinal analitico). Tai
et al. (2005) propuseram o emprego de uma microbalanca de cristal de quartzo
associada a um MIP para o diagnéstico da dengue.

Para isso, sintetizou-se um MIP seletivo a uma proteina presente
somente na superficie € no meio intercelular de células contaminadas pelo
virus. O reconhecimento ocorreu por meio da ligacdo de um peptideo dessa
proteina (15 aminoacidos) ao MIP. Os resultados foram satisfatorios e
permitiram diagnosticar a dengue em sobrenadante de cultura de células
contaminadas ou ndo pelo virus. Feng et al. (2005) acoplaram um MIP
seletivo a formaldeido a uma microbalanca de cristal de quartzo. O sistema
portou-se como um sensor de odor e foi capaz de reter seletivamente
formaldeido em fase gasosa.

Embora, atualmente, as aplicacoes de MIP como sensores estejam em
crescimento, o maior nimero de trabalhos encontrados ainda é nas ciéncias
das separagdes. O trabalho de Fernandez-Llano et al. (2007) relatou a sintese
de um MIP seletivo a diclofenaco empregando-se 2-(dimetilamino)etil-
metacrilato como mondmero funcional. O polimero foi aplicado para a
extracdo de diclofenaco em urina, seguido de quantificacdo por voltametria de
pulso diferencial. Os resultados foram satisfatorios em termos de seletividade
e sensibilidade. Prasad et al. (2007) sintetizaram um MIP para acido trico
empregando melanina e cloranil como monomeros funcionais. O MIP foi
usado de duas maneiras: como fase sélida em uma SPE para a extracdo de
acido turico e também na construcdo do sensor eletroquimico usado na
quantificacdo do mesmo. As potencialidades do sistema foram avaliadas frente
a amostras de soro sangiiineo, sem nenhum tratamento prévio (e.g. precipitcao

de proteinas, filtracdo). A metodologia permitiu nas melhores condi¢des de
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trabalho, a determinacio de 4cido drico em concentracdes de até 0,024 mg L™
Além disso, uma avaliacdo com moléculas estruturalmente semelhantes ao
acido urico demonstrou haver maior afinidade do 4cido trico pelo MIP.
Zurutuza et al. (2005) sintetizaram um MIP para benzoilecgonina, um
metabdlito da cocaina, empregando 4cido metacrilico com o mondmero
funcional. O MIP foi entdo empregado em uma SPE e os resultados
demonstraram seletividade satisfatéria na extracdo de benzoilecgonina em
amostras aquosas. Segundo os autores, 0 sucesso na preparacao e avaliagdo do
MIP pode representar a primeira etapa para a construcdo de um sensor para

detectar a presencga de cocaina por meio de seu metabolito.

1.3.5. Emprego de MIP para determinacio de compostos

fenolicos

A literatura mostra um crescimento rapido no desenvolvimento de
varios métodos, como pode ser observado, onde o MIP € empregado somente
como um material adsorvente seletivo. Além disso, estudos dedicados para
analitos de interesse ambiental e biologico, como os compostos fendlicos
envolvendo MIP ainda sdo escassos na literatura se comparados com outras
classes de compostos (drogas, pesticidas, etc.), sendo ainda, a maioria destes
associados com desenvolvimento de fases estaciondrias seletivas para HPLC
ou como extratores sOlidos para SPE (CARO, et al., 2003; SCHWARZ et al.,
2004).

Neste contexto, destacaremos alguns trabalhos reportados na literatura

referentes ao emprego de MIP na determinacdo de compostos fenolicos.
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No trabalho efetuado por Masqué et al. (2000), os autores descrevem a
extracdo on-line de 4-nitrofenol em amostras de dgua, seguido da separacdo
cromatografica por HPLC. A sintese do polimero foi realizada em acetonitrila
empregando-se como “femplate” o 4-nitrofenol. Ressalta-se que a estratégia
de sintese adotada neste trabalho € um exemplo de aplicacdo de MIP em
amostras de dgua, cuja sintese € realizada em solvente organico aprotico.

Em outro trabalho, Caro et al. (2003) desenvolveram um sistema de
extracao em fase solida com MIP acoplado a um cromatédgrafo liquido para a
determinacdo seletiva de 4-clorofenol e 4-nitrofenol em amostras de dgua na
presenca de 11 compostos fendlicos. A sintese e avaliagdo do desempenho
extrator de MIP para 2,4,6-triclorofenol tem sido realizada por Schwarz et al.
(2004). Neste trabalho foi demonstrado que o MIP sintetizado em
diclorometano apresentou um cardter seletivo mais pronunciado para o 2,4,6-
triclorofenol em detrimento a outros compostos fendlicos com estruturas
similares.

Figueiredo et al. (2007), sintetizaram e caracterizaram um MIP seletivo
a catecol, sendo o mesmo empregado na extracdo de catecol em amostras de
guarand (Paullinia cupana) e mate (llex paraguariensis), seguido de
determinacao espectrofotométrica (reacdo nao especifica de reducao de Mn
(VII) para Mn (II) pelo catecol). Obteve-se um limite de quantificagdo, um
desvio padrao relativo (20 mmol L'l, n=10) e uma freqiiéncia analitica de 2,7
mmol L', <5% e 15h”, respectivamente. A exatiddo foi comprovada por
comparagdo dos resultados obtidos pelo método proposto e por HPLC.

Tarley et al. (2006), desenvolveram um método de pré-concentracao
para o cloroguaicol empregando um sistema de andlise em fluxo. O método

proposto forneceu um fator de pré-concentracdo de 110 vezes e respectivos
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limites de deteccdo e quantificacio de 27 e 78 nmol L. A faixa linear esteve
compreendida de 0,05 a 5,0 umol L (r > 0.999) enquanto a precisio foi
avaliada em termos de repetibilidade (n=8) foi de 5,5 e 4,2 % para as
respectivas concentracdes de 1,0 e 5,0 pmol L. Outros pardmetros associados
com o desempenho do sistema de pré-concentracdo em fluxo também foram
avaliados incluindo a eficiéncia de pré-concentracdo de 27,5 min™' e indice de
consumo de 0,09 mL. Para averiguar a aplicabilidade e exatiddo do método,
foram empregadas amostras de dgua potavel e amostras de dgua de rio. Testes
de adi¢do e recuperacido, com valores de recuperacdo variando de 93 a 112 %
atestaram a validacao do método para as amostras avaliadas.

Hsu et al. (2008), confeccionaram receptores adrenérgicos artificiais
com impressao molecular em silica para epinefrina. O MIP foi preparado pelo
emprego de materiais hibridos organicos-inorganicos, onde a epinefrina foi
impressa em um filme de silica a partir da reacdo de hidrélise e condensacao
de feniltrimetoxissilano (PTMOS) e tetractoxissilano (TEOS) sobre ITO. A
afinidade da epinefrina para o filme impresso foi determinada pela corrente de
oxidacdo demonstrando boa seletividade frente a varios compostos fendlicos
com estruturas anilogas.

Alizadeh et al. (2009), sintetizaram um MIP para determinagdo de p-
nitrofenol por pré-concentragdo utilizando um sensor voltametrico baseado em
um eletrodo de pasta de carbono. O sensor apresentou uma faixa linear de
resposta de 8 x 10° a 5x10” mol L' com um limite de detec¢io de 3 x 107
mol L' e foi aplicado sucessivas vezes para determinacdo de p-nitrofrofenol
em diferentes amostras de dgua.

Como foi observado, muitos dos sistemas desenvolvidos para

determinacao de compostos fendlicos utilizando MIP, empregam extragdo em
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fase solida, pré-concentracdo, mas outro campo de atuacdo dos MIP que deve
ser expandido € o da mimetizacdo de sistemas enzimaticos. Com o emprego
de MIP como material catalitico, métodos seletivos e ainda mais sensiveis
podem ser obtidos.

Alguns trabalhos empregam esta estratégia de protocolo, entretanto ndo
focalizam a mimetizacdo da peroxidase para a determinacdo de compostos
fendlicos. Para isso, € necessdrio que substincias redox apresentem
propriedades que justifiquem sua utilizacdo no desenvolvimento desse MIP
para entdo serem aplicados em amostras de interesse.

Neste sentido, estes poucos trabalhos citados mostram que o emprego
de MIP cataliticos e seletivos para compostos fendlicos ainda é um campo
pouco explorado. Assim, o presente trabalho procura utilizar a versatilidade
dos MIP associados com receptores artificiais para a andlise de diferentes

analitos em amostras biologicas e ambientais.
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CAPITULO IT
OBJETIVO
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I1. Objetivos

I1.1. Geral

Este trabalho propde o desenvolvimento de sistemas com nanoreatores
biomiméticos a base de novos tipos de polimeros cataliticamente ativos
preparados pela tecnologia de impressdo molecular, contendo a
Fe(IIl)protoporfirina(IX) (Hemina, Fe(III)PPIX) como centro catalitico para
mimetizar a peroxidase visando o reconhecimento de espécies de interesse

biolégico e ambiental.

I1.2. Especificos

Para atingir o objetivo proposto os seguintes objetivos especificos foram

estabelecidos

1) Sintetizar dois diferentes MIPs contendo hemina como o centro
catalitico. Um para o reconhecimento do 4-aminofenol (MIP-4-APh)
e o outro para o reconhecimento da serotonina (MIP-5-HT)
empregando o método de  polimerizacdo  convencional

(polimerizacao em “bulk”);

11) Caracterizar os materiais sintetizados;

111)  Avaliar pardmetros cinéticos, incluindo valores de velocidade

maxima e constante aparente de Michaelis-Menten, para os MIPs;
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1v)

Vi)

vil)

Desenvolver o método amperométrico para a determinacdo do 4-

APh e 5-HT;

Otimizar a detec¢do amperométrica por meio de planejamento

fatorial e metodologia de superficie de resposta para os respectivos

MIPs;

Verificar o desempenho seletivo e catalitico dos MIPs frente a

deteccao eletroquimica do 4-APh e 5-HT;

Aplicar os sistemas desenvolvidos com os dois difrentes MIPs (MIP-
4-APh e MIP-5-HT), submetendo a amostras de &4gua e soro

sanguineo fortificadas como os respectivos analitos.
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CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL
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II1. Parte Experimental

I11.1. Reagentes utilizados e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as
solucodes foram preparadas utilizando dgua destilada/deionizada. Os reagentes,
solucoes e  4cidos  empregados  estdo  descritos a  seguir:
Fe(IIl)protoporfirina(IX) (Hemina, Fe(III)PPIX), 4cido metacrilico (MAA),
etileno glicoldimetacrilato (EGDMA), 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN),
4-cloro-2-metoxifenol, catecol, 4-cloro-3-metilfenol, 4-aminofenol, 2-cresol,
serotonina, epinefrina, neuroepinefrina e dopamina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Steinheim - Alemanha). O metanol (grau HPLC) e o &cido
acético foram adquiridos da Tedia (Brazil). O TRIS [tris(thidroximetil)amino-
metano], HEPES [(N-2-hidroxietil) piperazina-N-(2-4cido etanosulfonico)]
foram adquiridos da Sigma (St. Louis — USA). Peréxido de Hidrogénio
(Merck, Darmstadt - Alemanha). Diidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) e
hidrogeno fosfato de s6dio (Na,HPO,) foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo,
Brasil).

I11.2. Equipamentos

I11.2.1. Medidas voltamétricas e amperométricas

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas com um
potenciostato da Eco Chemie (Autolab® modelo PGSTAT-30) (Utrecht,
Netherlands) controlado por um microcomputador com Software GPES 4.9,

para controle de potencial, aquisicao e tratamento de dados.
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O sistema voltamétrico utilizado foi constituido de uma célula
eletroquimica com capacidade para 5,0 mL. com entrada para os eletrodos de
referéncia (Ag/AgCl), eletrodo auxiliar (fio de platina em espiral) e eletrodo
de trabalho (carbono vitreo).

Para o sistema amperométrico foi utilizada ainda uma cela
eletroquimica de fluxo (tipo Wall-Jet) feita em acrilico para trés eletrodos.
Eletrodo de trabalho de carbono vitreo (0,071 sz); Eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (1,0 mol L' KCl); Eletrodo auxiliar — fio de platina; Bomba
peristaltica, modelo IPC Ismatec (Zurique, Suica); Injetor proporcional feito
em acrilico. Todos os experimentos foram conduzidos em potencial fixo e

com o monitoramento da corrente de pico resultante.

I11.2.2. Medidas de area superficial especifica (Sggr)

Para obter a extensdo da superficie dos MIPs sintetizados, foram
medidas as dreas superficiais. Para tanto, utilizou-se o método de BET
(Brunauer-Emmett-Teller), que se baseia na determinacdo do volume de
nitrogénio adsorvido a diversas pressOes na temperatura do nitrogénio liquido
(ITIER, 1979).

O aparelho na determinacdo de Sggr foi o medidor de area superficial

foi da Quantachrome Autosorb Automated G4s Sorption.
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I11.2.3. Medidas de volume especifico dos poros e diametro

médio dos poros

As medidas de volume especifico dos poros dos polimeros utilizados
foram feitas no Quantachrome Autosorb Automated Gés Sorption. O aparelho
se encontra interfaciado com um micro computador, que fornece diretamente

os resultados de volume médio dos poros.

I11.2.4. Medidas de microscopia eletronica de varredura

Com o objetivo de verificar a morfologia das particulas dos MIPs e suas
respectivas superficies, foram realizadas ovservagdes por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As imagens de MEV foram obtidas pela
dispersdo dos polimeros sobre uma fita de carbono condutora com dupla face
(3M™) previamente fixada sobre um porta amostra. Os polimeros assim
fixados foram recobertos com um filme condutor de ouro utilizando-se a
técnica de deposicdo em um metalizador Balzers, modelo MED 020. O
microscopio eletronico de varredura utilizado foi um JEOL JEM-3010 (Japao)

operando em voltagem de 300 kV.

II1.2.5. Medidas de infravermelho

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
foram feitos em pastilhas de KBr 1 % no Bomem MB Series, (Canadd)

modelo B100, em resolucdo de 4 cm’.
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I11.2.6. Medidas termogravimétricas

Analises termogravimétricas dos MIPs foram feitas para verificar as
suas respectivas estabilidades térmicas. Para isso, utilizou-se o analisador
TGA 2050 da PA Instrument onde, através de uma micro balanga, se obteve a
porcentagem de perda de massa da amostra com o aumento da temperatura. A
andlise foi realizada em atmosfera de nitrogénio, com velocidade constante de

aquecimento de 10 °C min™', desde a temperatura ambiente.

II1.3. Preparacao dos MIPs

I11.3.1. Sintese do MIP para o 4-APh

O MIP para 4-aminofenol (MIP-4-APh) foi baseado na polimerizacao
convencional em “bulk” de acordo com o trabalho de Tong et al. (2002), as
interacdes entre o 4-APh e os monOmeros funcionais foram de natureza nao-
covalente. Para a sintese empregou-se uma ampola de vidro (cilindrica) com
secao transversal circular de didametro igual 30 mm e altura de 100 mm. Em
uma das extremidades o diametro da secdo circular diminui para
aproximadamente 5 mm com o objetivo de facilitar a vedagdo no momento da
sintese. Nessa ampola foram adicionados 2 mL de cloroférmio/DMSO (1:1),
450,0 umol de acido meta-acrilico (MAA — monomero funcional), 30,0 pumol
de Fe(IIT)PPIX (atuando como grupo prostético — mondmero), € 45,0 umol de
4-APh (molécula molde). A solu¢do foi entdo homogeneizada e interacoes de
natureza nao-covalente ocorreram entre o MAA e o 4-APh. Posteriormente,

adicionou-se 7,95 mmol de etileno glicol dimetacrilato (EGDMA - reagente
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de ligacdo cruzada) e 0,18 mmol de 2,2’ azobisisobutironitrila (AIBN —

inicador radicalar) (Figura III.1).
sem extracao

/*“ <>\

AN

)%OH .

4-APh MAA Hemina

H,C-

com extracan

/ )%(on

Sitio Catalitico

AN

Figura III.1: Representacdo do procedimento de preparo do MIP-4-APh.

O frasco foi colocado em banho frio (<5°C) e purgado com nitrogénio
por 5 min. Terminada a etapa, o frasco foi selado e colocado em um banho
maria a 60°C. A temperatura favoreceu a reacio que se processou por um
periodo de 24 h. Apés a completa polimerizacdo, a ampola da sintese foi
quebrada e o polimero triturado mecanicamente empregando um almofariz.

Fez-se uma selecdo do tamanho das particulas empregando-se uma
peneira de 106 um. A remog¢do do 4-APh bem como dos reagentes
remanescentes da sintese foi feita empacotando-se 700 mg de MIP e

percolando etapas de lavagem de 4 mL de metanol:4cido acético 4:1 (v/v). O
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eluato foi monitorado por voltametria de pulso diferencial (VPD) até ndo mais
ser observado sinal analitico inerente ao 4-APh (Figura III.2). Por fim, o
polimero foi seco e estocado a temperatura ambiente. A fim de avaliar a
seletividade dos polimeros, foram preparados, paralelamente, polimeros sem a
impressao molecular (sintese na auséncia da molécula molde). Estes polimeros

sdo conhecidos como NIP (non imprinted polymers).

2.4
1aextrag'<:lo
2.0} 7.7 % oxracio
— - — 4 extracdo
—--= Branco
16
<
3.
=~ 1.2}
0.8}
04 1 1 1 1
-0.6 -0.3 0.0 0.3 0.6

E/V vs Ag/AgCI

Figura IIL.2: VPD para 4-APh apds as extracdes com metanol/dcido acético.
Condigoes: faixa de potencial variando de -0,5 a 0,6 V, velocidade varredura
de 40 mV s, amplitude de pulso de 70 mV e eletrélito suporte NaClO, 0,1
mol L™.
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I11.3.2. Sintese do MIP para 5-HT

O procedimento adotado para a sintese do MIP para serotonina (MIP-5-
HT) também foi baseado na polimeriza¢do convencional em “bulk” de acordo
com o método descrito por Tong et al. (2002). A molécula molde (5-HT, 45,0
umol), grupo prostético (hemina 30,0 pumol), mondmero (MAA 45,0 umol),
reagente de ligacdo cruzada (EDGMA, 7,95 mmol) e o iniciador radicalar
(AIBN, 0,18 mmol) foram dissolvidos em 2 mL de cloroférmio/DMSO (1:1)
em uma ampola de vidro. Uma representacdo esquematica desta sintese €

mostrada na Figura I11.3.
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Figura IIL.3: Representacio do procedimento de preparo do MIP e
reconhecimento do 5-HT.

A solucdo foi resfriada em banho de gelo e fez-se passar nitrogénio pela
mesma por 15 minutos. Apds esta etapa, o reator foi vedado e colocado em um

banho termostatizado (60 °C) de 6leo de silicone o qual permaneceu por 24
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horas. Apds o término da sintese, o reator foi fragmentado, e o polimero foi
retirado e triturado manualmente em almofariz de porcelana, peneirado até
obtencdo de particulas com didmetros < 106 um. A extracdo do 5-HT das
cavidades do MIP foi realizado com solu¢do de metanol/dcido acético (4:1,
v/v) até que nenhum teor do molde fosse determinado no eluato (Figura I11.4).

A determinacdo de 5-HT no eluato foi realizada por voltametria de
pulso diferencial sob as seguintes condi¢des: faixa de potencial variando de -
0,5a 0,9V, velocidade varredura de 40 mV s'l, amplitude de pulso de 70 mV
e eletrdlito suporte NaClO, 0,1 mol L™'. Um NIP foi preparado para avaliar a

seletividade dos polimero para serotonina.

3,5
1? extracéo
30F 2° extracao
3° extracéo
25} 4" extracdo
Branco
< 20}
~~
15}
1,0}
0,5}

06 03 00 03 06 09
E/V vs Ag/AgCI

Figura II1.4: VPD para 5-HT apés as extragdes com metanol/acido acético.
Condigoes: faixa de potencial variando de -0,5 a 0,9 V, velocidade varredura
de 40 mV s, amplitude de pulso de 70 mV e eletrélito suporte NaClO, 0,1
mol L.
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III.4. Sistema de determinacio amperométrica das moléculas

moldes

O mesmo sistema de andlise em fluxo (FIA) foi usado para
determinacdo amperométrica das moléculas moldes (Figura II1.5). Na etapa de
amostragem, solucdo de perdxido de hidrogénio é percolado por uma mini-
coluna de pléastico (3 cm de comprimento) contendo 35 mg de MIP numa
vazao de 2,0 mL min .

A solucdo remanescente € descartada. Neste mesmo tempo, a solucdo
do analito preenche a al¢a (L) enquanto que o carregador (perdxido de
hidrogénio em 0,1 mmol L' tampdo TRIS pH 8,0) é bombeado para a célula
eletroquimica de fluxo. Apds esta etapa, a posi¢ao de injecdo € acionada pela
alteracdo da posicdo do injetor (Figura III.5B), e solucdo do analito €
deslocada da alca pelo carregador numa vazio de 2,0 mL min™' e é bombeada
diretamente para a célula eletroquimica.

Nota-se que a posi¢do de amostragem € realizada no mesmo sentido da
injecdo o que evita problemas de vazamentos na coluna e sinais analiticos com
caudas podendo diminuir a precisdao do método por efeito de memoria. Todos
os sinais analiticos foram registrados como corrente de pico (I,.) maxima dada

pela altura de pico.
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0.1 mol L' KCI

Pump

H,0, @

Carrier (Tris buffer + H,0,)

Sample (A)
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l - - | — }........
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Qutlet 4——

0.1 mol L' KCI
Pump
Waste
N R
Carrier (Tris buffer + H,0,) - J’
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Sample (B)

Figura IILS: Representacdo esquemadtica do sistema FIA para os MIPs. (A)
etapa de amostragem, (B) etapa de injecdo. L. = al¢a do eluente; C = mini-
coluna; WE = eletrodo de trabalho (carbono vitreo); AE = eletrodo auxiliar
(platina) e RE = eletrodo de referéncia (Ag/AgCl).
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ITL.5. Reacdo catalitica dos MIPs

Para verificar o efeito catalitico dos MIPs, duas etapas fundamentais
foram adotadas, a etapa de amostragem e a etapa de injecdo. Na posicao de
amostragem o MIP contendo a hemina (sitio ativo: Fe’* protoporfirinico),
catalisa a reducdo do peroxido e seu sitio ativo € oxidado. Quando o injetor €
comutado para a posi¢cdo de injecdo a hemina oxidada € reduzida pelo analito.
Durante esta ultima reacdo, os fendis sdo basicamente convertidos em
quinonas e/ou radicais livres, e esses produtos, usualmente eletroativos,
podem ser reduzidos na superficie do eletrodo em potenciais proximos de 0 V
vs ECS (Figura III.6). A corrente de reducdo medida € proporcional a

concentracao do composto fendlico no sistema.
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Figura II1.6: Mecanismo do processo para ativacdo do MIP na coluna.

I11.6. Determinacao de K, e V,,,;, para os MIPs

Para verificar o comportamento do sistema, pardmetros cinéticos como
constante de Michaelis-Menten (K,) e velocidade maxima (V) também

foram avaliados empregando o grifico de Lineweaver-Burk (CORMACK e

ELORZA, 2004).
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II1.7. Procedimento de Otimizacao

Durante todo o processo de otimizagao tanto para o MIP-4-APh, quanto
para o MIP-5-HT, um sistema em fluxo foi operado no modo de amostragem
baseado no volume, usando-se 200 pL de uma soluco de 4-APh 500 pmol L™
e 200 pL de uma solucdo de 5-HT 500 pmol L. Como resposta analitica,
foram utilizadas as correntes de pico. Os dados experimentais foram
processados no programa STATISTICA (versdao 6.0) tendo-se um nivel de

confianca fixo a 95 %.

II1.7.1. Procedimento wusado no planejamento fatorial

fracionario

Um planejamento fatorial fraciondrio 2", envolvendo 16 ensaios foi
utilizado como uma primeira aproximacao dos resultados para a superficie de
resposta, através de sua utilizagdo nos calculos das estimativas dos contrastes.
Neste experimento, o sistema em fluxo descrito na Figura II1.5 foi usado para
determinacdo 4-APh e 5-HT. As varidveis estudadas foram: vazao do tampao
(VT), volume da amostra (VA), concentragdo do peréxido (CP), concentracdo
do tampao (CT) e pH. Os valores dos niveis altos e baixos para cada variavel
sdo apresentados na Tabela IV.2 e Tabela IV.7. Os valores dos niveis maximo
e minimo de cada varidvel foram escolhidos de acordo com experimentos

prévios.
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I11.7.2. Procedimento para aplicacao do planejamento Doehlert

Para a otimizacdo das varidveis significativas obtidas pelos efeitos das
estimativas dos contrastes, foi utilizado planejamentos de Doehlert. Assim, a
partir dos resultados dos planejamentos de Doehlert foram geradas superficies
de respostas das quais foi possivel estabelecer as condi¢cdes Otimas para
operacdo do sistema com MIP-4-APh e o MIP-5-HT. Esses planejamentos
sdo apresentados nas Tabelas IV.5, Tabelas IV.10 e Tabelas IV.11.

I11.8. Aplicacao em amostras reais

Foram realizados alguns testes para verificar a possibilidade de
aplicacao dos MIPs em amostras reais.

Para o MIP-4-APh, amostras de dgua de torneira e amostras de dgua da
lagoa do campus da Unicamp foram analisadas. As amostras foram filtradas
em membranas de acetato de celulose (0,45 um) sob vécuo e enriquecidas com
4-APh. Posteriormente, as referidas amostras foram estocadas em frascos de
poletileno para anélise imediata.

Para o MIP-5-HT, amostras de plasma humano foram fornecidas pelo
Departamento de Patologia Clinica da FCM-UNICAMP. Estas amostras
foram coletadas segundo as normas do Hospital de Clinicas UNICAMP. Para
tratamento das amostras, dcido tricloroacético (20 % m/v) foi adicionado em
um tubo com 2,0 mL de plasma de cada amostra. O conteudo dos tubos foi
misturado em um vortex por 1 min e em seguida, centrifugado por 10 minutos

em 1000 x g para precipitacdo das proteinas. As amostras do soro foram

diluidas 1:100.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV. Resultados e Discussao

IV.1. Sintese dos polimeros com impressao molecular

Com o proposito de serem avaliadas amostras de interesse ambiental e
bioldgico, foram sintetizados dois MIPs, um seletivo ao 4-aminofenol e o
outro seletivo a serototina, respectivamente. Inicialmente, discutiremos a
importancia de cada componente nas sinteses dos respectivos MIPs.

Neste contexto, a ferriprotoporfirina IX (hemina) foi empregada como
um material sintético na sintese dos MIPs com intuito de mimetizar a
peroxidase. Seu uso € justificado, ndo apenas por representar um grupo
prostético importante da peroxidase, mas também por: atuar como monOmero
de sintese, pois possui grupos vinilicos; e por estabelecer interacdo com a
molécula molde (GREGG e SING, 1982). A escolha do mon6mero funcional
acido, MAA, ¢ justificada pela possibilidade de formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre o grupo carboxilico do 4cido metacrilico e os grupos NH, e
OH das moléculas moldes.

Como reagentes de ligacdo cruzada, optou-se por utilizar o etileno
glicoldimetacrilato (EGDMA), uma vez que o mesmo tem sido empregado em
larga escala e com grande sucesso na sintese de MIP (AL-KINDY et al., 2000;
TARLEY et al., 2005; YAN e RAMSTROM, 2005). Este composto apresenta
grupos vilinicos que sdo reativos frente a radicais livres, cdtions ou anions,
participando da reacdo de polimerizacdo. A polimerizagao radicalar prossegue
até o consumo das duplas ligacdes reativas do sistema (SELLERGREN,
2001).

Assim, o EGDMA atua como um monomero estrutural uma vez que ele

cria uma estrutura polimérica tridimensional que preserva os grupos do
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mondmero funcional em uma posi¢ao fixa e complementar a molécula molde,
garantindo rigidez e estabilidade aos sitios de ligacio (YAN e RAMSTROM,
2005). Por isto, o EGDMA deve ser utilizado em excesso em relacdo a
quantidade de mon6mero funcional, a fim de que a estabilidade do material
seja garantida (SPIVAK, 2005).

A iniciagdo do processo de polimerizagdo somente € possivel quando
radicais livres estdo presentes no meio reacional (ALLCOCK, 1990;
KROSCHWITZ, 1990). Neste sentido, a presenca do iniciador 2,2"-azo-bis-
1so-butironitrila (AIBN) fez-se necessdria uma vez que esta substancia sofre
reacdo de homolise por irradiacdo (por uma lampada de vapor de mercurio
com emissdo em 345 nm) ou por aquecimento (a 65 °C) para gerar os radicais
livres requeridos (SELLERGREN, 2001).

Em conseqii€éncia das ligacdes quimicas entre as cadeias, o polimero
adquiriu alta rigidez, caracteristicas pertencentes aos MIP (CORMACK e
ELORZA, 2004). Desta forma, o material obtido ao final da polimerizacao foi
um monolito que precisou ser triturado, peneirado e lavado para a elui¢do da
molécula molde.

Vale ressaltar que a desgaseificacdo do meio reacional, feita no inicio da
polimerizagdo, foi necessdria para que ocorresse a retirada de oxigénio do
meio, uma vez que o mesmo retarda reacoes de polimerizagdo por radical livre
(CORMACK e ELORZA, 2004).

Como j4 se sabe, a escolha do solvente de sintese € um fator critico para
o sucesso do processo de reconhecimento molecular, uma vez que além de

solubilizar todos os componentes, ele interfere nas interacdes entre € molécula

molde e o monomero (TARLEY et al., 2005; SPIVAK, 2005; CORMACK e
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ELORZA, 2004). Assim, foi usado o cloroférmio e DMSO em uma propor¢ao
de (1:1).

IV.2. Caracterizacido dos polimeros

Os Polimeros com Impressdao Molecular do estudo em questdao (MIP-4-
APh e o MIP-5-HT), foram obtidos pela polimerizacio em “bulk”, e
caracterizados por andlise de darea superficial, porosidade, microscopia
eletronica de varredura, espectro infravermelho e curvas termogravimétricas
para que alguns aspectos quimicos, morfoldgicos e fisicos dos materiais

fossem conhecidos (CORMACK e ELORZA, 2004).

IV.2.1. Espectroscopia infravermelho

Os espectros IR relativos aos MIP-4-APh e MIP-5-HT antes e apds a

extracdo das respectivas moléculas moldes estdo apresentados na Figura IV.1.
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Figura IV.1: Espectros IR dos polimeros antes (a) e apds (b) a extracdo do 4-

APh e 5-HT.

Nos espectros IR Figura IV.1 nota-se grande similaridade do conjunto
de bandas em todos os espectros. O MIP-4-APh e o MIP-5-HT apresentaram
bandas de estiramento C-H a 3440 cm™ (do grupo COOH monomérico), de O-
H a 3001 cm™ (do grupo COOH dimero), de CO a 1724 cm™ (do grupo éster e
COOH), de C=C a 1639 cm' (de grupos vinila ndo reagidos), bandas de
deformacio angular -O-CH, a 1400-1460 cm™, de C-O do grupo éster a 1267
cm’ e bandas de deformacdo angular fora do plano do grupo CH (vinila) a
750 cm™. Os espectros correspondentes aos MIPs antes da extracdo exibem,
além das bandas apresentadas anteriormente, bandas adicionais de estiramento
de picos intensos em 1020-1047 cm’' referentes as ligagdes C-NH, dos

compostos fenodlicos. Portanto, este € um indicio de que a lavagem dos MIPs
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foi eficiente para a remo¢do do 4-APh e 5-HT. Além disso, a auséncia de
diferenca no que diz respeito a composi¢do quimica dos polimeros € um fato
esperado, uma vez que ambos os materiais foram sintetizados da mesma
forma, exceto pela adi¢do da molécula molde aos polimeros antes da extracdo.
Pode-se ressaltar também, que as bandas (3447, 2949, 1729, 1160 cm’l) dos
espectros antes e apOs a extracdo sdao bandas tipicas da porfirina que

caracteriza a hemina (CHEN et al., 2007).

IV.2.2. Microscopia eletronica de varredura e porosimetria de

sorcao de nitrogénio

As caracteristicas morfologicas dos MIPs foram avaliadas por meio de
microscopia eletrOnica de varredura. De acordo com os resultados de MEV
inseridos na Figura IV.2, nota-se que tanto os polimeros impressos (para 4-
APh e 5-HT) quanto o ndo impresso apresentam particulas bastante irregulares
e a distribuicdo dos tamanhos ndo uniformes, por conta do processo de
trituracdo dos materiais. Contudo, a diferenca na porosidade dos materiais foi
nitida, onde os MIPs apresentaram-se mais granulados e porosos que o NIP.
Por causa desta caracteristica os polimeros impressos possuem maior areas
superficiais do que os polimeros ndo impressos (FARRINGTON e REGAN,
2007).
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Figura IV.2: Micrografias eletronica de varredura do MIP-4-APh (a), MIP-5-

HT (b) e NIP (c).

A diferenca na porosidade dos materiais foi confirmada por ensaios de
porosimetria de sorcdo de nitrogénio, empregando o método BET (Tabela

IV.1).
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Tabela IV.1: Porosimetria dos polimeros impresso € ndo impressos

Polimeros  Area superficial Volume do poro Didmetro médio do
(m2/ g) (Cm3/ g) poro (nm)
MIP-4-APh 172 0,28 4,93
MIP-5-HT 166 0,21 5,05
NIP 6,9 0,03 1,69

A alta porosidade exibida por ambos os MIPs pode ser atribuida a
presenca de mesoporos (SPIVAK, 2005), o que contribui, ndo sé para o

reconhecimento molecular, mas, também, para processos adsortivos.

IV.2.3. Termogravimetria

As curvas TGA para o MIP-4-APh e MIP-5-HT antes e apds a extracao
das respectivas moléculas moldes estdo apresentados na Figura IV.3. As
curvas revelaram que esses materiais sdo termicamente estaveis até ~ 250 °C.
Porém, os polimeros antes da extragdo apresentam perda de volateis a ~ 130
°C, que pode estar relacionada com a volatizagdo do analito e de solvente

residual.
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Figura IV.3: Curvas de TGA dos polimeros antes (a) e ap0s (b) a extracdo do
4-APh e 5-HT.

IV.3. Constante de Michaelis-Menten para os MIPs

A constante de Michalis-Menten (K, ") representa a afinidade da
enzima pelo substrato e quanto menor o seu valor, maior a afinidade refletindo
na sensibilidade. Seu valor pode ser calculado utilizando-se o método gréfico
de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco) (DIXON e WEBB, 1979).

Para determinacdo de K,, ¢ V,,;,c do MIP-4-APh e MIP-5-HT, medidas
amperométricas foram realizadas utilizando diferentes concentracdes de 4-
APh e 5-HT.

Na Figura IV.4, estdo inseridos graficos das respostas de corrente em

funcdo da concentracdo dos substratos, apresentando uma curva tipica
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compativel com a de Michalis-Menten. Também, a Figura IV.4 apresenta, os
gréificos de duplo reciproco (grafico de Lineweaver-Burk), da corrente versus
concentracao dos substratos, a partir do qual foi possivel obter os valores de
K,, = 196 pmol dm? e Vinax = 6,53 nA cm’ para MIP-4-AP e K, = 818 umol
dm>e V, . = 9,05 uA/cm?2 para o MIP-5-HT, através da equagao:

11 K

—= Eq.IV.1
Aj, V. " V... [analito] (Eq )

S max max [

onde j; é a densidade de corrente no estado estaciondrio apds a adicdo do

substrato. [analito] € a concentracdo do analito em solucao, V., € a velocidade
maxima medida sob condi¢des ndo saturadas do substrato e K" € a constante

aparente de Michaelis-Menten. Embora os valores do K,, obtidos sejam
maiores em relagio ao K, de enzima de peroxidase (1,5 umol dm™ para
oxidagdo de compostos fendlicos) (KUMAR e TRIPATHI, 1999), a aplicacdo
dos MIPs com acdo catalitica em propdsitos analiticos ainda se justifica, tendo

em vista as vantagens inerentes dos MIPs em detrimento as enzimas naturais.
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Figura IV.4: Gréifico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para a
determinacdo dos parametros cinéticos K, € V4.

IV.4. Estudo do efeito catalitico dos MIPs

Inicialmente, investigacOes prévias foram realizadas para verificar o
efeito catalitico de cada um dos polimeros (MIP-4-APh e MIP-5-HT). Os
sitios dos MIPs primeiramente foram ativados pela percolagdo de solucdo de
perdxido através do polimero empacotado em uma mini-coluna (Figura IV.5).
Ao mesmo tempo, a alca de amostragem foi preenchida com solug¢io padrao
de analito (4-APh ou 5-HT). Quando o analito foi injetado no fluxo carregador
na forma reduzida, era oxidado quando interagia com os sitios ativos do MIP.
A quantidade de analito oxidado no MIP foi monitorada pela corrente de

reducdo sobre um eletrodo de carbono vitreo (potencial aplicado de -100 mV

vs. Ag/AgCl).
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Figura IV.5: Processo do mecanismo para ativacao do MIP na coluna.

Na Figura IV.6 € apresentado os resultados dos efeitos cataliticos
mencionados acima através de amperogramas com polimeros sintetizados com
e sem hemina, com o polimero ndo impresso € com o sistema sem polimero.
Como pode ser observado, nenhuma corrente de reducdo foi observada sem a
utilizacdo da coluna, sugerindo que a intera¢do entre o per6xido e analito é
incapaz de oxidar o analito. Quando o NIP ou os MIPs sem hemina foram
usados na coluna, uma corrente de redu¢cdo muito pequena foi observada,

sugerindo que a oxidacdo do analito ndo foi significante, mesmo passando
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pela coluna. O baixo sinal do NIP pode ser atribuido a falta de reconhecimento
molecular, pois ndo possui cavidade seletiva que poderia permitir agir como
um sitio ativo, além da baixa area superficial. Entretanto, quando os MIPs
sintetizados com hemina foram usados na coluna, uma consideravel corrente
de reducgdo foi observada, confirmando o efeito de impressdo e catalise nos
MIPs. Isto € confirmado pelo efeito catalitico do grupo prostético e
reconhecimento molecular do 4-APh e/ou 5-HT pelas cavidades seletivas

impressas nos MIPs.
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Figura IV.6: (A) Amperogramas de detec¢do das espécies reduzidas de 4-
APh. Condicdes: [4-APh] = 500 pmol L™, volume da amostra = 200 uL, fluxo
do tampdo = 2,0 mL min', [H,O,] na mini-coluna = 300 umol LT ampao
TRIS-HCI] = 0,1 mmol L, pH 8,0 e potencial aplicado de -0,1 V. (B)
Amperogramas de deteccao das espécies reduzidas de 5-HT. Condigdes: [5-
HT] = 500 pmol L', volume da amostra = 200 uL, fluxo do tampéo = 2,0 mL
min”, [H,O,] na mini-coluna = 300 pmol L [Tampao TRIS-HCIl] = 0,1
mmol L™, pH 8,0 e potencial aplicado de -0,1 V.
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IV.5. Otimizacao da determinacio amperométrica para o MIP-

4-APh e MIP-5-HT

Para a determinacdo amperométrica dos MIP-4-APh e MIP-5-HT,
variaveis quimicas e de fluxo foram otimizadas apds a otimizacdo do efeito do
potencial reducdo de cada analito. Para tanto, neste estudo foram fixadas as
seguintes varidveis: eletrélito suporte tampdo TRIS 0,1 mmol L', vazio de
eluicio de 2,0 mL min”' e alca de amostragem 200 puL. O procedimento
consistiu da introdu¢do da solucdo dos analitos por meio da alca de
amostragem no fluxo do eletrdlito suporte, o qual era bombeado diretamente
para célula eletroquimica. Os potenciais estudados foram investigados dentro
da faixa de -0,2 a 0,15 V, cujos efeitos nas correntes de pico para 4-APh e 5-
HT estdo apresentados na Figura IV.7. Como pode ser observado em cada
sistema, o comportamento da corrente de pico em fung¢do do potencial
aplicado, permanecem constantes a partir -0,1 V, sendo este valor empregado
para os estudos posteriores.

Cabe ressaltar que outras varidveis associadas ao sistema foram pré-
fixadas tais como, massa dos MIPs (35 mg) e concentracdo das solucdes de 4-
APh (500 pmol L) e 5-HT (500 pumol L™). Adotou-se a massa de 35 mg para
cada MIP, pois a partir de estudos preliminares, foi notado que o emprego de
massas maiores ocasiona vazamento na mini-coluna devido o efeito de

entumescimento dos MIPs durante a etapa de injecao.
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Figura IV.7: Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para efeito do potencial
na corrente de pico para: (A) MIP-4-APh. Condicoes: [4-APh] = 500 pumol L
1, volume da amostra = 100 pL, fluxo do tampado = 2,0 mL min’’, [H,O,] na
mini-coluna = 300 umol L', [Tampdo TRIS] = 0,1 mmol L, pH 8,0. (B)
MIP-5-HT. Condic¢des: [5-HT] = 500 pmol L™, volume da amostra = 200 pL,
fluxo do tampdao = 2,0 mL min'l, [H,O,] na mini-coluna = 300 umol L'l,
[Tampao TRIS-HCI] = 0,1 mmol L™, pH 8.0.
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IV.5.1. Otimizacio multivariada

Planejamentos estatisticos, através da escolha de modelos, auxiliam na
criacao de condicdes ideais para a interpretacdo correta do comportamento de
um determinado sistema. A escolha do planejamento experimental apropriado
depende dos objetivos do estudo e também das limitacdes e condicdes
experimentais do sistema.

Na otimiza¢do de um procedimento analitico, existe a necessidade de
ajustar muitas varidveis no estabelecimento das melhores condi¢des para a
andlise. Este processo pode consumir muito tempo, trabalho e material se uma
otimizacdo univariada convencional for realizada. Outro inconveniente da
estratégia univariada estd em ndo levar em conta as interacdes existentes entre
as variaveis, o que torna improvavel encontrar os valores 6timos procurados.
Recentemente, procedimentos envolvendo otimizagdo por técnicas
multivariadas vém sendo muito utilizados no desenvolvimento de métodos
analiticos por serem mais econdmicos e efetivos, além de permitir que mais de

uma varidvel seja otimizada simultaneamente.

IV.5.1.1. Planejamento fatorial fracionario para o MIP-4-APh

Com o potencial otimizado deu-se inicio a otimizag¢ao dos sistemas de
mimetizacdo da peroxidase para determinacdo do 4-APh. O planejamento
fatorial fraciondrio 2°"' foi realizado com a intencdo de investigar de forma
preliminar a influéncia das varidveis quimicas e de fluxo desse processo. A
Tabela IV.2 apresenta as varidveis € os niveis em que as mesmas foram
estudadas. A Tabela IV.3 mostra a matriz de planejamento experimental e os

resultados obtidos em duplicata em cada ensaio expresso em corrente de pico.
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Ademais, por se tratar de um planejamento fatorial fraciondrio adotou-se para

o estudo com MIP-4-APh a geratriz I=abcde.

Tabela IV.2: Varidveis com seus respectivos niveis empregados no

planejamento fatorial fraciondrio 2°.

Variaveis Niveis

Minimo (-) Maximo (+)

Vazio do tampdo® (VT) (mL min™) 1,0 2,0
Volume da amostra” (VA) (L) 100 200
Concentragdo do peréxido (CP) (umol L'l) 50 150
pH 7,0 9,0
Concentragdo do tampao (CT) (mmol L'l) 0,1 1,0

*Tampdo TRIS - HCI
®4-APh (500 pmol L")
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Tabela VI.3: Combina¢des empregadas no planejamento fatorial fracionério

2> e seus resultados para o 4-APh.

Resposta  Valor médio

Ensaios VI VA cp pH CT Ai (pA) da Resposta Variancia
1 - - - - + 0,33/0,30 0,32 0,00045
2 + - - - - 0,16/0,17 0,17 0,00005
3 - + - - - 0,18/0,18 0,18 0
4 + 4+ - - + 0,31/0,30 0,31 0,00005
5 - - + - - 0,36 /0,37 0,37 0,00005
6 + - + - + 0,44 /0,42 0,43 0,0002
7 - + + - + 0,46 /0,47 0,47 0,00005
8 + o+ + - - 0,28 /0,28 0,28 0
9 - - - + - 0,14/0,14 0,14 0
10 + - - + o+ 0,11/0,09 0,10 0,0002
11 - + - + o+ 0,20/0,17 0,19 0,00045
12 + o+ - + - 0,12/0,12 0,12 0
13 - - + + o+ 0,18/0,19 0,19 0,00005
14 + - + o+ - 0,24 /0,23 0,24 0,00005
15 - + + o+ - 0,27/0,29 0,28 0,0002
16 + + + + o+ 0,19/0,18 0,19 0,00005

VT = vazdo do tampdo; VA = volume da amostra; CP = concentra¢do do peréxido; CT = concentra¢do do tampao.

As estimativas dos contrastes foram inicialmente avaliadas utilizando-se
como resposta analitica as correntes de pico, ou seja, foram calculadas pelas
médias dos valores positivos menos as médias dos valores negativos, cujos

resultados estdo reunidos na Tabela IV.4. Cabe lembrar, que num
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planejamento fatorial fraciondrio, ndo se utiliza o efeito para definir a

significancia das varidveis, mas as estimativas dos contrastes.

Tabela IV.4: Estimativas dos contrastes obtidas para o planejamento fatorial

fraciondrio 2°"' tendo como resposta analitica a corrente de pico do 4-APh.

Padrao de Contraste Estimativa dos

confundimento contraste
a=bcde [,— a + bede [, =-0,0369
b=acde [, > b + acde [, =0,0081
c=abde l. — c + abde [.=0,1144
d=abce l4 — d + abce l;,=-0,1344
e=abcd I. = e+ abcd [, =0,0656
ab=cde I, — ab + cde l,,=-0,0181
ac=bde l.— ac + bde lsc =-0,0044
ad=bce l,¢— ad + bce l.a = 0,0006
ae=bcd l.— ae + bed l.e = 0,0044
bc=ade lnc— bc + ade Iy = -0,0094
bd=ace lng— bd + ace lpa =0,0194
be=acd Ipe— be + acd lpe = 10,0194
cd=abe l.q— cd + abe l.a=-0,0294
ce=abd l..—> ce + abd l.e =-0,0244
de=abc 13— de + abc l4e = -0,0806
I=abcde [;— medium + [;=0,2458

l5(abcde)

a = fluxo do tampao (VT); b = volume da amostra (VA); ¢ = concentragdo do peréxido (CP); d=pHe
e = concentracdo do tampdo (CT)
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Assim, para avaliar a significincia das varidveis, deve-se calcular
primeiramente a estimativa conjunta da variancia padrdo (experimental) ou na
realidade a variincia das respostas [notar que tem respostas (+) e (-)]. Isto é

feito usando a equacdo abaixo:

2 (n,—1)s’a+(n,—1)s’s

T (= 1)+ (n,~1) (EqIV.2)

onde n é nimero de repeticdes no ensaio. Neste caso é 2 (duplicata), S* é a
variancia obtida no ensaio.

O valor obtido para a estimativa conjunta da variancia padrdo foi de
0,000116. Em seguida o célculo da variancia do efeito V(efeito), foi realizado

a partir da Eq.IV.3:

2 2

, - - S S
V(efeito) = V[R(+)]+ V[R(~)] =+~ (BqIV3)
Assim tem-se V(efeito) = 0,000116/16 + 0,000116/16 = 1,45 x 107.

Extraindo a raiz desta variancia, tem-se o erro do efeito,
s(efeito ) = |V (efeito) (Eq.IV.4)

S(efeito) = (1,45 x 10°)"*=3,807 x 10~

O erro do efeito para o planejamento para o 4-APh foi de 3,807 x 10™. Quando
este valor for maior que o efeito a variavel ndo € significativa, ou seja, o erro €
maior que o efeito. No entanto, esta avaliagdo ndo fornece uma indicagdo

populacional e sim amostral. Para inferir o erro do efeito populacional usa-se

o intervalo de confianga de 95% (MONTGOMERY, 2000). Assim, teremos:
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IC (intervalo de confianca) = Efeito (neste caso estimativa de contraste) +

s(efeito) . t,.

Desta forma, multiplicando o referido erro pelo valor de 7,4 (2,120) com
intervalo de confianca de 95% obteve-se o valor de 0,0081 para o sistema do
MIP-4-APh. Ao se comparar este valor com as estimativas dos contrastes das
variaveis (Tabela IV.4), constata-se que as varidveis, vazao do tampao (VT),
concentracdo do peroxido (CP), pH e concentracdio do tampao (CT) sdo
significativas. As interacoes: VT-CA, CA-CP, CA-pH, CA-CT, CP-pH, CP-
CT e pH-CT sao também significativas.

Quando o valor da estimativa € positivo, o aumento do fator favorece
um aumento de sinal analitico, ao passo se o fator for negativo, um aumento
no nivel do fator ocasionaria uma diminui¢do do sinal.

A estimativa do contraste negativa (-0,0367) obtida para o pH, indica
que com o aumento de pH o sinal analitico ¢ diminuido, bem como as
interagdes (pH-CT e CP-pH) que se apresentam com os valores -0,0806 e -
0,0294 respectivamente, ou seja, a interacao entre as varidveis foi importante,
ocorre um aumento significativo do sinal analitico quando as duas varidveis,
tanto pH como CT sdo usadas em menores niveis.

A estimativa do contraste da concentracdo do peroxido também se
mostra significativa com um efeito positivo de (0,1144). Este resultado sugere
que elevando os niveis da varidvel ha um aumento da resposta. Este resultado
possivelmente sugere que o per6xido decompde em solucdes com baixas

concentracdes, conduzindo wuma instabilidade do sistema analitico
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(LINDGREN et al., 1997). Conseqiiente, a regeneracdo dos sitios ativos do
MIP € afetada.

A estimativa do contraste da concentracdo do tampdo se mostra
significativa com o valor positivo (0,0656) o que indica que os niveis maiores
deste fator devem ser investigados. Entretanto, investigacdes prévias mostram
que um aumento na concentracdo do tampao ocasionaria uma mudanc¢a no
sentido de reducdo para o sentido de oxidacdo e, como conseqiiéncia, uma
diminui¢do da resposta analitica, j4 que a mesma € registrada como altura de
pico. Estes resultados indicam que para o estudo desta varidvel, niveis
menores devem ser empregados para finalizar a otimizacdo. Este fato pode ser
justificado pela interagdo entre as varidveis CP-CT que possui valor de (-
0,0244), indicando que ocorre um aumento significativo do sinal analitico
quando as duas varidveis sao usadas em niveis menores.

Os resultados indicam que a vazdo do tampdo deve ser estudada em
menores niveis, ja que o valor da estimativa de contraste é igual (-0,0369),
porém, a lenta percolacdo em niveis menores provocaria alargamento do pico
e, como conseqiiéncia, uma diminui¢do da resposta analitica, j4 que a mesma €
registrada como altura de pico. Assim sendo, foi fixada a vazao do tampao em
2 mL min”. A estimativa de contraste do comprimento da alca indica ndo ser
significativa dentro do dominio experimental. Desta forma, fixou-se o
comprimento da alca em 100 puL por esta quantidade ser suficiente para a
determinacdo do 4-APh.

Por 1ltimo, a influéncia da natureza do tampdo foi otimizada
univariadamente com os tampdes Sorensen, Hepes, TRIS, fosfato e borato
(Figura I'V.8). Os resultados indicaram que a solu¢do tampao TRIS apresentou

a melhor corrente de pico, enquanto que os demais tampoOes apresentaram as
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Tabela IV.5: Combinac¢des empregadas na matriz de Doehlert e resultados

para o 4-APh.

Variaveis Experimentais

Cp pH CT Resposta

(umol L™ (mol L") Ai (uA)
0,432
1 0 (300) 0 (8,0) 0 (10x10”) 0,425
0,454
2 1 (500) 0 (8,0) 0 (10x10”) 0,424
3 0,5 (400) 0,866 (9,0) 0 (10x107) 0,396
4 0,5 (400) 0,289 (8,33) 0,817 (15x107) 0,367
5 -1 (100) 0 (8,0) 0 (10x10”) 0,244
6 -0,5 (200) -0,866 (7,0) 0 (10x107) 0,325
7 -0,5 (200) -0,289 (7,66) -0,817 (5x107) 0,310
8 0,5 (400) -0,866 (7,0) 0 (10x10”) 0,310
9 0,5 (400) -0,286 (7,66) -0,817 (5x107) 0,276
10 -0,5 (200) 0,866 (9,0) 0 (10x10”) 0,330
11 0(300) 0,577 (8,66) -0,817 (5x107) 0,289
12 -0,5 (200) -0,286 (7,66) 0,817 (15x107) 0,294
13 0(300) -0,577 (7,33) 0,817 (15x10”) 0,434

Os valores entre parénteses sdo os valores reais das varidveis enquanto que os nimeros precedidos sdo os

valores codificados da matriz de Doehlert.
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Os dados obtidos na execugdo dos treze experimentos que compdem a
matriz de Doehlert geraram a Eq.IV.5, Eq.IV.6 e Eq.IV.7 que representa a
relacdo entre as varidveis estudadas (CP, pH e CT) e a resposta analitica

(corrente de pico):

Corrente de pico (UA) = — 49225 — 0,000179.CP - 0,000003.CP2 +
1,1590875.pH — 0,06939.pH2 + 0,0001781.CP.pH (Eq.IV.5)
Corrente de pico (uUA) = — 4,9225 — 0,000179.CP - 0,000003.CP2 +
13276,6278.CT — 33082775,5397.CT* + 6,310511.CP.CT (Eq.IV.6)
Corrente de pico (UA) = — 4,9225 + 1,159087.CT - O,O693926.CT2 +
13276,6278.pH — 33082775,5397.pH2 —996,0711.CT.pH (Eq.IV.7)

A significancia dos termos lineares e quadraticos da Eq.IV.5, Eq.IV.6 e
Eq.IV.7 e, conseqiientemente, dos modelos quadréticos foram avaliadas por

meio da ANOVA (Anélise de Variancia) (Tabela IV.6).
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Tabela IV.6: Andlise de variancia dos dados apresentados na Tabela I'V.5.

Termos Soma dos Grausde  Média Teste F Nivel de
quadrados liberdade quadratica probabilidade
(P)

CP 0,014538 | 0,014538  63,48452 0,015389

CP? 0,015389 1 0,013185 57,57440 0,016929

pH 0,000034 1 0,000034  0,14969 0,736120

pH’ 0,010324 1 0,010324  45,08161 0,021470

CT 0,004535 1 0,004535  19,80408 0,046966

CT’ 0,019357 | 0,019357  84,52668 0,011625
CP.pH 0,001319 1 0,001319  5,75816 0,138486
CP.CT 0,003380 1 0,003380 14,76153 0,061555
pH.CT 0,002331 1 0,002331 10,17812 0,085795
Falta de ajuste ~ 0,011197 3 0,003732  16,29791 0,058363

Erro puro 0,000458 2 0,000229
Soma quadratica  0,065656 14

total

Segundo a ANOVA nota-se que os termos lineares e quadraticos do

modelo sdo significativos, uma vez que os niveis de probabilidade (p) obtidos

sdo menores que 0,05 (nivel de confianca de 95%). O ajuste do modelo

quadrético aos dados experimentais foi averiguado por meio do teste F. O

referido teste estabelece a significancia do ajuste do modelo quando a razao
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entre a média quadritica da falta de ajuste (fa) e a média quadratica do erro
puro (ep) for menor que o valor da distribui¢do F' (valor tabelado). Neste caso,
como a razao obtida (16,29791) € menor que o valor tabelado F;; 954 (19,16)
com 95% de confiangca constata-se que o modelo quadritico obtido ndo
apresenta falta de ajuste.

As superficies de respostas obtidas a partir dos modelos quadraticos sdo
mostradas na Figura IV.9. A presenca de uma regido Otima para ambas as
variaveis testadas foi confirmada aplicando o critério de Lagrange. O critério
de Lagrange indica a presenca de um ponto maximo quando H (ag, by) > 0 e
S*Y/SA? (ag, bg) < 0 ou 8*Y/6B> (ag, bg) < 0. Os valores obtidos neste trabalho
para a determinante de Henssian, bem como para a equag¢ao modelo submetida

a derivada segunda foram:

Para Eq.IV.5:
H (ao, by) = 0,0000008, 8’corrente/53CP* = — 0,000006 e &°corrente/SpH> = —
0,13878.

Para Eq.IV.6:
H (ag, by) = 357,1707, &*corrente/SCP> = — 0,000006 e &corrente/SCT* = —
66165551,06.

Para Eq.IV.7:
H (ao, by) = 8190641,601, &*corrente/SCT* = — 0,1387852 e d’corrente/ SpH” =
— 66165551,06.
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De acordo com estes valores, constata-se que a superficie de resposta
apresenta um valor 6timo. Os valores 6timos para pH, CP e CT foram obtidos

resolvendo os sistemas abaixo:

Para Eq.IV.5:
dcorrente/0CP = 0 = - 0,000179 — 0,000006CP + 0,0001781pH
dcorrente/opH = 0 = 1,1590875 — 0,13878pH + 0,0001787CP

Para Eq.IV.6:
dcorrente/0CP = 0 =—0,000179 — 0,000006CP + 6,310511CT
ocorrente/0CT = 0 = 13276,6278 — 66165551,06CT + 6,310511CP

Para Eq.IV.7:
dcorrente/0CT =0 = 1,159087 — 0,1387852CT + 996,071 1pH
dcorrente/dpH = 0 = 13276,6278 — 66165551,06pH + 996,0711CT

Os pontos de maximos sobre a superficie, confirmados por meio do
critério de Lagrange, foram, respectivamente, 8,0 para pH, 378 umol L' para

CP e 0,1 mmol L' para CT.
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4 | 2sotsIa
N \2\%06533

Figura IV.9: Superficie de resposta obtida a partir das matrizes de Doehlert
para o sistema do MIP-4-APh.

1V.5.1.3. Planejamento fatorial fracionario para o MIP-5-HT

ApOs a otimizacdo do potencial para 5-HT iniciou-se a otimizacao dos
sistemas de mimetizacao da peroxidase para determinag¢ao do 5-HT. Os fatores

considerados importantes neste sistema foram analisados por meio de
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planejamento fatorial fraciondrio 2>, o que significa 16 experimentos em
duplicata. Os niveis (+) e (-) para cada varidvel estdo reunidos na Tabela IV.7.
Estes fatores foram: vazido do tampao, volume da amostra, concentragdo do

perdxido, pH e concentragdo tampao.

Tabela IV.7: Varidveis com seus respectivos niveis empregados no

planejamento fatorial fracionério 2°" para o MIP-5-HT.

Variaveis Niveis

Minimo (-) Maximo (+)

Vazio do tampdo® (VT) (mL min™) 1,0 2,0
Volume da amostra” (VA) (uL) 100 200
Concentragdo do peréxido (CP) (umol LY 50 150
pH 7,0 9,0
Concentracdo do tampao (CT) (mmol LY 0,1 1,0

*Tampdo TRIS - HCI
®5-HT (500 pmol L™)

Na Tabela IV.8 estdo reunidas as combinacdes entre as variaveis € 0s
respectivos sinais. Por se tratar de um planejamento fatorial fracionario

adotou-se para o estudo com MIP-5-HT a geratriz /I=abcde.
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Tabela IV.8: Combina¢cdes empregadas no planejamento fatorial fracionério

2> e seus resultados para o 5-HT.

Ensaios VT VA cp pH CT Resposta  Valor médio Variincia
Ai (LA) da Resposta
| - - - - + 0,030/0,030 0,03 0
2 + - - - - 0,02 /0,02 0,02 0
3 - + - - - 0,07 /0,07 0,07 0
4 + + - - + 0,07 /0,06 0,07 0,00005
5 - - + - - 0,06 /0,06 0,06 0
6 + - + - + 0,03/0,03 0,03 0
7 - + + - + 0,07 /0,06 0,07 0,00005
8 + + + - - 0,21/0,20 0,21 0,00005
9 - - - + - 0,04 /0,03 0,04 0,00005
10 + - - + + 0,02 /0,02 0,02 0
11 - + - + + 0,01/0,01 0,01 0
12 + + - + - 0,06 /0,06 0,06 0
13 - - + + + 0,02 /0,02 0,02 0
14 + - + + - 0,03/0,03 0,03 0
15 - + + + - 0,05/0,04 0,05 0,00005
16 + + + + + 0,03 /0,02 0,03 0,00005

VT = vazdo do tampdo; VA = volume da amostra; CP = concentraciio do perdxido; CT = concentracido do

tampao.

As estimativas dos contrastes foram inicialmente avaliadas utilizando-se

como resposta analitica a corrente de pico, ou seja, foram calculadas pela
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média dos valores positivos menos a média dos valores negativos, cujos

resultados estao reunidos na Tabela I'V.9.

Tabela IV.9: Estimativas dos contrastes obtidas para o planejamento fatorial

: Z .2 5-1 /. .
fraciondrio 27 tendo como resposta analitica a corrente de pico do 5-HT.

Padrao de Contraste Estimativa dos
confundimento contraste
a=bcde l,— a + bede [, =0,0150
b=acde [, — b + acde [, =0,0375
c=abde l. — c + abde [.=0,0212
d=abce l; — d + abce l,=-0,0375
e=abcd I. — e+ abcd [, =-0,0325
ab=cde I, = ab + cde 1, =0,0262
ac=bde l,c— ac + bde l.,. =0,0100
ad=bce l.,¢— ad + bce l.q=-0,0087
ae=bcd l..— ae + bed l,.=-0,0112
bc=ade l,.— bc + ade e =0,0125
bd=ace lg— bd + ace lpa =-0,0287
be=acd Ipe— be + acd lpe =-0,0212
cd=abe l.q— cd + abe l.a =-0,0225
ce=abd l.e— ce + abd l..=-0,0175
de=abc lie— de + abc l4e = -0,0087
I=abcde [;— medium + [;=0,049375

1s(abcde)

a = fluxo do tampdo (VT); b = voluma da amostra (VA); ¢ = concentra¢do do peréxido (CP); d=pHee =

concentragdo do tampdo (CT)
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Para avaliar a significancia das varidveis, calculamos primeiramente a
estimativa conjunta da variancia padrao (experimental) pela Eq.IV.2.

O valor obtido para a estimativa conjunta da variancia padrdo foi de
0,0000188. Em seguida o cdlculo da varidncia do efeito V(efeito), foi
realizado a partir da Eq.IV.3 da qual obtivemos: V(efeito) = 0,0000188/16 +
0,0000188/16 = 2,34 x 10°. Extraindo a raiz desta variancia para obtermos o
erro do efeito temos, S(efeito) = (2,34 x 10'6)1/ 2=1,53x10°

O erro do efeito para o planejamento foi de 1,53 x 10”. Quando este
valor for maior que o efeito a varidvel ndo € significativa, ou seja, o erro é
maior que o efeito. Como ja mencionado, esta avaliagdo nao nos da uma
indicacdo populacional e sim amostral. Para inferirmos o erro do efeito

populacional temos que wusar o intervalo de confianca de 95%

(MONTGOMERY, 2000). Assim, teremos:

IC (intervalo de confianca) = Efeito (neste caso estimativa de contraste) +

s(efeito). t,.

Desta forma multiplicando o referido erro pelo valor de #,.; (2,120) com
intervalo de confianca de 95% obteve-se o valor de 0,0032. Ao se comparar
este valor com as estimativas dos contrastes das variaveis (Tabela IV.9),
constata-se que todas as varidveis, vazao do tampao (VT), volume da amostra
(VA), concentra¢ao do peréxido (CP), pH e concentracdo do tampao (CT) sdo
significativas, bem como todas as interagdes.

O fator VA apresentou estimativa de contraste positiva (0,0375),
sugerindo que aumentando o volume da amostra, maior sinal serd obtido. A

dependéncia do pH na resposta analitica foi estimada com contraste negativo
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(-0,0375). Conseqiientemente, a resposta analitica foi diminuida aumentando
do pH.

O fator CT exibiu uma estimativa de contraste negativo (-0,0325). As
elevadas concentragdes da solucdo tampdo inibem a deteccio do 5-HT
oxidado.

As concentragdes de peréxido no intervalo de 50 a 150 umol L™ foram
investigadas. A CP apresentou um contraste de estimado positivo (0,0212).
Altas concentracdes de peroxido foram usadas para obter uma melhor
resposta. Este resultado foi esperado visto que o peréxido decompde
rapidamente em baixas concentracoes de solucdo aquosa (LINDGREN et al.,
1997). Conseqiientemente, a regeneracdo dos sitios ativos do MIP serd
afetada.

O fator VT demonstrou estimativa de contraste positiva (0,0150). Os
melhores resultados foram conseguidos usando os valores mais elevados.
Entretanto, um aumento muito elevado na vazdo do tampdo pode ocasiona
vazamento na mini-coluna devido ao entumescimento do MIP durante a etapa
de injecdio. Desta forma, a vazio do tampéo foi fixada em 2 mL min .

A influéncia da natureza do tampao também € um fator importante para
determinacdo amperométrica do 5-HT. Estudos de otimizacdo univariados
foram feitos com os tampdes Sorensen, Hepes, TRIS, fosfato e borato (Figura
IV.10). Os resultados indicaram que a solucdo tampao TRIS apresentou a
melhor corrente de pico, enquanto que os demais tampdes apresentaram as
menores respostas. Desta forma, este tampao foi escolhido para os estudos

posteriores.
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0,25

0,201

< 0,151
3.

= 0,104/

0,054

Sorensen Hepes Tris Borato Fosfato
Solucao Tampao

Figura IV.10: Influéncia de diferentes Tampdes na reducdo do 5-HT.
Condicdes: [5-HT] = 500 pmol L™, volume da amostra = 200 pL, fluxo do
tampao = 2,0 mL min’, [H,0,] na mini-coluna = 310 pmol L [TRIS-HCI] =
0,1 mmol L™, pH 8,0.

IV.5.1.4. Planejamento Doehlert para o MIP-5-HT

Os resultados do planejamento fatorial fraciondrio em conjunto com 0s
efeitos das varidveis significativas, mostraram que as varidveis nos niveis
estudados precisam de uma otimizacdo final. Assim, dois planejamentos de
Doehlert para duas varidveis foram realizados para este propdsito.
Primeiramente foi desenvolvido um planejamento Doehlert para otimizagao da
concentracdo do perdxido (CP) e o pH, porque este par apresentou a interacao
de maior efeito. Utilizando-se os valores otimizados de CP e pH deste
planejamento, um segundo planejamento Doehlert envolveu o par de

variaveis, volume da amostra (VA) e concentracdo do tampao (CT).
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- Planejamento Doehlert 1

Neste primeiro planejamento as varidveis, volume da amostra e
concentragdo do tampao foram fixadas e a concentracdo do perdxido e pH
foram variados. Considerando os resultados obtidos no planejamento fatorial
fracionario e da estimativa dos contrastes, o volume da amostra foi fixado a
200 pL e a concentracdo do tampdo em 0,1 mmol L. Os sete experimentos
necessdrios para a realizagdo do planejamento Doehlert sdo descritos na
Tabela IV.10. O pH e a concentragdo do perdxido, variou de 7 a 9 e 200 a 400

umol L™, respectivamente.

Tabela I'V.10: Matriz de Doehlert para o planejamento 1.

Ensaios pH CpP Resposta Valores previsto pelo
(umol L'l) Al (LA) modelo quadratico

0,205 0,207
1 0 (8,0) 0 (300) 0,216 0,207

0,215 0,207
2 1(9,0) 0 (300) 0,111 0,102
3 0,5 (8,5 0,866 (400) 0,119 0,117
4 -1 (7,0) 0 (300) 0,113 0,112
5 -0,5 (7,5) -0,866 (200) 0,105 0,097
6 0,5 (8,5) -0.866 (200) 0,081 0,079
7 -0.5(7,5) 0,866 (400) 0,117 0,109

Os valores entre parénteses sdo os valore reais das varidveis enquanto que os nimeros precedidos sdo os
valores codificados da matriz de Doehlert.
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Os dados obtidos na realizacdo dos sete experimentos que compdes esta
matriz de Doehlert geraram a superficie de resposta na Figura IV.11. Esta
superficie de resposta pode ser descrita pela Eq.IV.8 a qual ilustra a relacdo

entre pH, concentracdo do peréxido (CP) e resposta analitica (corrente de

pico).

Corrente de pico (uUA) = — 6,612 + 1,556.pH — 0,099.pH2 +0,00397.CP —
0,0000081499.CP* + 0,000130.pH.CP (Eq.IV.8)

A aplicacdo do critério de Lagrange nesta equacdo demonstra que a

superficie de resposta possui um maximo.

8%corrente/SpH” = — 0,198
8corrente/SCP* = — 0,000016299

As coordenadas do ponto maximo podem ser calculadas pelas seguintes

equacaoes:

ocorrente/0opH =0 = 1,556 — 0,198.pH + 0,000130.CP
ocorrente/0CP = 0 = 0,00397 — 0,000016299.CP + 0,000130.pH

Desta forma, os valores correspondentes a eficiéncia maxima sdo: pH =

8,0 e CP =310 umol L', onde a corrente prevista é 0,15.
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Figura I'V.11: Superficie de resposta obtida a partir dos resultados da Tabela
IV.10 para a otimizacdo de pH e CP, tendo-se como resposta analitica a
corrente de pico para o sistema do MIP-5-HT.

- Planejamento Doehlert 2

Neste segundo planejamento, as varidveis pH e concentragdo do
peroxido tiveram seus valores fixados e as varidveis volume da amostra e
concentragdo do tampao tiveram seus valores variados. Considerando os
resultados obtidos no primeiro planejamento Doehlert, o pH e a concentracio
do peréxido foram fixados a 8,0 e 310 pmol L, respectivamente. Os sete
experimentos necessarios para a realizacdo do planejamento Doehlert sdo
descritos na Tabela IV.11. O volume da amostra e concentracdo do tampao

variaram de 100 a 300 uL e 5 x 10” a 15 x 10 mol L™, respectivamente.
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Tabela IV.11: Matriz de Doehlert para o planejamento 2.

Ensaios VA CT Resposta Valores previsto
(uL) (mol L) AI (pA) pelo modelo
quadrético

0,213 0,209
1 0 (200) 0(10x 10”) 0,205 0,209

0,209 0,209
2 1 (300) 0(10x 10”) 0,083 0,081
3 0,5(250) 0,866 (15x 10°) 0,064 0,066
4 -1 (100) 0(10x 10”) 0,064 0,066
5 -0,5 (150) -0,866 (5x 10°) 0,053 0,051
6 0,5(250) -0,866 (5x10°) 0,082 0,084
7 -0,5 (150) 0,866 (15x10°) 0,086 0,084

Os valores entre parénteses sdo os valore reais das varidveis enquanto que os niimeros precedidos sdo os
valores codificados da matriz de Doehlert.

Os dados obtidos na execuc¢do dos sete experimentos que compdem esta
matriz de Doehlert geraram a superficie de resposta na Figura IV.12. Esta
superficie de resposta pode ser descrita pela Eq.IV.9 a qual ilustra a relagcao
entre volume da amostra (VA), concentracdo do tampao (CT) e resposta

analitica (corrente de pico).
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Figura I'V.12: Superficie de resposta obtida a partir dos resultados da Tabela
IV.11 para a otimizagdo de VA e CT, tendo-se como resposta analitica a
corrente de pico.

Corrente de pico (uA) = — 0,8729 + 0,00600.VA — 0,0000135.VA* +
9404,99.CT — 41550000.CT — 5,0999.VA.CT (Eq.IV.9)

A aplicacdo do critério de Lagrange nesta equacdo demonstra que a

superficie de resposta possui um maximo.

8’corrente/SVA? = — 0,000027
8°corrente/SCT? = — 83100000

As coordenadas do ponto maximo podem ser calculadas pelas seguintes

equacaoes:

dcorrente/dVA = 0 = 0,00600 — 0,000027.VA + 5,0999.CT
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dcorrente/dCT = 0 = 9404,99 — 83100000.CT + 5,0999.pH

Desta forma, os valores correspondentes a eficiéncia maxima sdo: VA=

200 uL e CT = 0,1 mmol L™, onde a corrente prevista é 0,15.

A significincia dos termos lineares e quadriticos da Eq.IV.8 e Eq.IV.9

e, conseqiientemente, dos modelos quadraticos foram avaliada por meio da

ANOVA (Andlise de Variancia) (Tabela IV.12) e (Tabela IV.13).

Tabela IV.12: Andlise de variancia dos dados apresentados na Tabela IV.10.

Efeitos Soma dos  Graus de Média Teste F Nivel de
quadrados  liberdade  quadrética probabilidade (p)

pH 0,000056 1 0,000056 1,5225 0,342562

pH’ 0,012000 1 0,012000  324,3243 0,003069

Cp 0,000625 | 0,000625 16,8919 0,054413

CP? 0,014170 | 0,014170  382,9766 0,002601
pH.CP 0,000169 | 0,000169 4,5676 0,166050
Falta de ajusto  0,000067 1 0,000067 1,8018 0,311572

Erro puro 0,000074 2 0,000037
Soma 0,022818 8

quadrética total
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Tabela IV.13: Andlise de variancia dos dados apresentados na Tabela IV.11.

Efeitos Soma dos Graus de Média Teste F Nivel de
quadrados  liberdade  quadratica probabilidade
(»)
VA 0,000169 1 0,000169 10,547 0,083159
VA® 0,022032 1 0,022032 1377,019 0,000725
CT 0,000056 1 0,000056 3,516 0,201631
CT’ 0,023019 1 0,023019 1438,669 0,000694
VA.CT 0,000650 1 0,000650 40,641 0,023733
Falta de
_ 0,000024 1 0,000024 1,500 0,345346
ajusto
Erro puro 0,000032 2 0,000016
Soma
quadratica 0,038476 8
total

Com os resultados da ANOVA nota-se que os termos lineares e

quadréticos dos modelos sdo significativos, uma vez que os niveis de

probabilidade (p) obtidos sdo menores que 0,05 (nivel de confianca de 95%).

O ajuste do modelo quadratico aos dados experimentais foi averiguado por

meio do teste F. O referido teste estabelece a significancia do ajuste do

modelo quando a razdo entre a média quadrética da falta de ajuste (fa) e a

média quadratica do erro puro (ep) for menor que o valor da distribuicdo F

(valor tabelado). Neste caso, como a razdo obtida para o primeiro

planejamento (1,80) e para o segundo planejamento (1,50) foram menores que
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o valor tabelado Fj;9s4 (18,51) com 95% de confianga constata-se que os

modelos quadréticos obtidos ndo apresentam falta de ajuste.

IV.6. Estudo de seletividade para o MIP-4-APh e MIP-5-HT

Os polimeros biomiméticos baseados na tecnologia de impressao
molecular possuem uma caracteristica inerente que € a seletividade.
Entretanto, quando a molécula template (analito) € submetida a uma etapa de
extracao/eluicdo na presenca de moléculas com estruturas moleculares
andlogas, possivelmente problemas relacionados a seletividade podem ser
notados. Isto ocorre porque durante a sintese dos MIP, além dos sitios
seletivos formados, ha também a formacdo daqueles sitios ditos ndo
especificos, onde outras espécies podem ser adsorvidas. Assim sendo, para
avaliar o comportamento seletivo do MIP-4-APh e MIP-5-HT na
determinacdo dos respectivos analitos, avaliou-se o percentual de resposta
analitica para outros compostos fendlicos que apresentam estruturas
moleculares similares € um potencial de reducdo bastante proximo,
caracterizando desta forma, outra fonte de interferéncia.

Uma anélise dos dados das Tabelas 1V.14 e Tabela IV.15 revelam nado
haver interferéncia na determinacdao de 4-APh e 5-HT quando se emprega
solucdes com razdes molares analito:interferente, 1:1, 1:5 e 1:10, indicando
que os MIPs sintetizados possuem excelentes seletividades frente a estas

espécies investigadas.
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Tabela 1V.14: Efeito de interferentes na determina¢do do 4-APh.

Compostos Razao Molar*
I:1 1:5 1:10

Catecol 97,6+3,2 98,6+4.9 100,7+2.,4
4-Cloro-3-metilfenol 98,5+1,2 99,4+0,8 98,9+0,4
2-Aminofenol 99,5+1.9 99,1+0,3 99,5+1,8
Guaiacol 98,9+0,6 99,5+0,9 100,3+3,6
Cloroguaiacol 99,0+1,9 100,2+1,2 99,9+0.4
2-Cresol 99,9+6,8 99,745,3 100,650

*Resposta relativa (%) obtida com o MIP. Razao molar = [4-APh]:[composto interferente]. Valor+S.D. para trés medidas.

Tabela IV.15: Efeito de interferentes na determinacao do 5-HT.

Compostos Razao Molar*
I:1 1:5 1:10
Epinefrina 99,8+0,3 98,3+5,8 98,1£1,2
Dopamina 98.,8+1,4 99,5+0,9 98,6+0,8
Neuroepinefrina 99,2+1,8 98,7+2.4 98,8+3,5
4- Aminofenol 99,4+0,8 98,2+0,8 98,6+1,5

*Resposta relativa (%) obtida com o MIP. Razao molar = [S-HT]:[composto interferente]. Valor+S.D. para trés medidas.
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IV.7. Caracteristicas analiticas dos métodos

Sob condi¢des experimentais e operacionais otimizadas dos sistemas,
foi avaliado o desempenho analitico do método com MIP-4-APh e MIP-5-HT.
Para tanto, foram determinados os seguintes parametros: faixa linear de
trabalho, limites de detec¢ao e quantificacdo, precisao e exatidao.

A curva analitica obtida para o 4-APh (Figura IV.13), com o método
desenvolvido para MIP-4-APh aplicando um potencial de —100 mV vs
Ag/AgCl com solugdo tampdo TRIS 0,1 mmol L™ mostrou um intervalo de
resposta linear entre 0,8 a 500 pmol L™ ajustado pela equagdo Al = 0,02
(£0,004) + 0,0009 (£0,00001) [4-APh] com um coeficiente de correlacdo de
0,9996 pra n =5, onde a delta de corrente € dado em pA e a concentragao do

4-APh em umol L, com uma concentracdo fixa de 378 umol L' de H,O,.
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Figura IV.13: (A) Fiagrama obtido para a constru¢do da curva analitica. A =
branco; B = 0,8; C =9,5; D =90; E =250 ¢ F = 500 umol L. Condigoes:
Volume da amostra = 100 puL, fluxo do tampao = 2,0 mL min’’, [H,O,] na
mini-coluna = 378 umol L [TRIS-HCI] = 0,1 mmol L pH 8,0. (B) Curva
analitica.
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O limite de deteccao (LD) 0,21 pmol L' foi calculado usando uma
razdo 3o/b e limite de quantificacio (LQ) de 0,71 umol L usando 10 o/b,
sendo 6 o desvio padrao do valor médio para dez amperogramas do branco e b
o coeficiente angular da curva analitica, determinado de acordo com as
recomendacOes da [IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).

Nenhuma mudanca significativa foi observada apds 100 determinagdes.
A estimativa do desvio padrdo relativo (DPR) das medidas foram 4,1 e 3,2 %
para 50 e 500 pmol L' de 4-APh, respectivamente. Em comparacdo a outras
interfaces para 4-APh descritas na literatura (ZHANG et al., 2005; SUNA et
al., 2001; NIKOLAOS e SUBRAYAL, 2002), o MIP-4-APh desenvolvido
apresentou limite de deteccdo e sensibilidade equivalente. Além disto, o
presente sistema apresenta resposta, mais estaveis em longo periodo de tempo.

A curva analitica para a 5-HT (Figura IV.14), usando o método
desenvolvido com MIP-5-HT, foi obtida aplicando o potencial de —100 mV vs
Ag/AgCl, com solugio tampio TRIS 0,1 mmol L', pH 8,0 e uma
concentracio fixa de peréxido de hidrogénio 310 pmol L. A resposta foi
linear entre 1,0 a 1000 umol L' de 5-HT expressa de acordo com a seguinte
equacgdo: Al / (uA) = 0,009 (+0,001) + 0,00040 (+0,00002) [5-HT] / (umol L

" com um coeficiente de correlagio linear 0,9998 paran = 6.
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Figura IV.14: (A) Fiagrama obtido para a constru¢do da curva analitica. A =
branco; B = 1,0; C = 50; D = 100; E = 500, F = 750 e G = 1000 umol L'
Condicdes: Volume da amostra = 200 pL, fluxo do tampdo = 2,0 mL min™,
[H,0O,] na mini-coluna = 310 pmol L [TRIS-HCI] = 0,1 mmol L pH 8.0.
(B) Curva analitica.
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Os LD e LQ foram expressos de acordo com as recomendagdes da
IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987) e foram 0,30 e 0,98 umol L',
respectivamente. O limite de deteccdo e sensibilidade foi equivalente aos
trabalhos para peroxidase baseados em biossensores, reportados na literatura
(LINDGREN et al., 1997; LONG e WINEFORDER, 1983; WALSH, 1979;
BERGMEYER et al., 1983), mas o presente sistema apresenta resposta, mais
estaveis em longo periodo de tempo. Nenhuma mudanca significativa foi
observada apds 100 determinagdes. Os valores da precisdo expressos em
termos do DPR foram 1,3 e 1,7% para n = 6 com padrdes de 50 e 750 umol L
" de 5-HT, respectivamente. Isto mostra que o MIP tem uma boa estabilidade e

repetibilidade.

IV.8. Aplicacao dos Métodos

Afim avaliar o desempenho do método proposto para andlises de
amostras reais, 4gua de torneira e a d4gua de rio foram usadas com MIP-4-APh.
Antes das andlises, as amostras de 4gua do rio foram filtradas sob vacuo
através de 0,45 um membrana de acetato de celulose. Desta forma, a fim de
averiguar a exatidao das medidas empregou-se testes de adi¢do e recuperacao
como pode ser visto na Tabela IV.16, com isso a eficiéncia do método foi
assegurada por valores das recuperagdes entre 96,3 e 111 % para amostras de

agua.
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Tabela IV.16: Percentuais de recuperacdo de 4-APh obtidos para as amostras

analisadas.
4-APh adicionado ~ 4-APh encontrado®  Recuperacio”
Amostras X X
(umol L™) (umol L™) (%)
Agua de B <LQ 3
torneira
5,0 4,85 (£ 0,02) 97 (£6)
8,0 8,87 (£ 0,07) 111 (£8)
Agua de rio - <LQ -
5,0 4,8 (£0,2) 96 (£7)
8,0 7,930 (£ 0,01) 99 (£2)

“Resultados expressos como média * desvio padrdo para n=3.
®Recuperagio obtida a partir do enriquecimento das amostras. LQ = limite de quantificacdo.

Para o MIP-5-HT, inicialmente, foram examinadas varias substancias
interferentes, como a glicose, lactose, acido ascérbico, frutose, acido drico e
albumina, na determinagao de 5-HT. Nenhuma interferéncia destes compostos
foi verificada. Assim, o método foi aplicado para a determinagdo de 5-HT em
amostras de sangue. Para o tratamento das amostras, acido tricloroacetico
(20% m/v) foi adicionado a 2,0 mL do soro e centrifugado por minuto 10 em
1000xg para precipitagdo das proteinas. As amostras do soro foram diluidas
1:100. Quantidades conhecidas de 5-HT foram adicionadas ao soro, e andlises
foram realizadas (Tabela IV.17). Este método forneceu precisdo e exatidao

muito boas as amostras de soro.
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Tabela IV.17: Resultados obtidos para determinacao de 5-HT em amostras de

soro sanguineo.

Amostra  Adicionado  Encontrado Média Recuperagdo da
de sangue  (umol Lh (wmol Lh (wmol Lh média (%) RSD %
_ <LQ? _ _ _
1 6,0 6,2;5,9; 6,3 6,1 102,2 3,4
— <LQ — _ —
2 8,0 8,1;79;82 8,1 100,8 1,8
— <LQ — _ —
3 10,0 10.4; 10,7; 10,5 104,7 1.9
10,3

*LQ = limite de quantificagdo.
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CAPITULO V
CONCLUSOES
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V. Conclusoes Gerais

Este trabalho apresentou pela primeira vez, uma proposta de forma
inovadora no que diz respeito ao emprego de nanoreatores biomiméticos
baseados em polimeros com impressio molecular (MIP) com
ferriprotoporfirina (hemina), como uma estratégia vidvel de mimetizar a
peroxidase para determinagdo do 4-aminofenol e da serotonina. Além disso,
fica evidente a potencialidade da sintese dos polimeros com a hemina,
provavelmente, por atuar como grupo prostético (centro catalitico) e também
como sendo essencial no papel de reconhecimento molecular.

Os estudos de caracterizacdo empregando os MIPs sintetizados,
comprovaram a grande efici€ncia da estabilidade dos materiais.

A otimizagao das condi¢Oes experimentais para deteccdo amperometrica
dos nanoreatores biomiméticos a peroxidase, foi realizada por meio de
planejamento fatorial fraciondrio e matriz de Doehlert, permitindo importantes
informacoes das varidveis pertinentes aos sistemas deste trabalho, com um
nimero menor de experimentos, economia de tempo e reagente. Além disso,
esta otimizagao possibilitou uma boa avaliagdo dos pardmetros analiticos, com
ampla faixa de resposta linear, 6timo limite de deteccdo, estabilidade e
sensibilidade para os analitos estudados superior a varios dispositivos
reportados recentemente na literatura cientifica.

Particularmente, os estudos de seletividade dos MIPs comprovaram a
grande eficiéncia dos mesmos, frente ao NIP e aos MIPs sem hemina. Além
disso, tal desempenho seletivo foi reforcado pelo estudo de compostos
fendlicos com estruturas similares aos analitos estudados, onde foi possivel

comprovar que o tamanho dos moldes, a disposi¢ao dos grupos funcionais na
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cavidade tem papel fundamental na afinidade, bem como na atividade
catalitica dos MIPs que mimetizam a peroxidase.

Estudos da constate de Michaelis-Menten, retrataram a importancia da
rota sintética para os MIPs com acdo catalitica, tendo em vista as vantagens
inerentes dos MIPs em detrimento as enzimas naturais, ratificando portanto, o
papel da hemina como grupo prostético que mimetiza a peroxidase.

A partir dos nanoreatores biomiméticos desenvolvidos, foi possivel
operar a deteccao eletroquimica dos analitos, aplicando potencial de 0,1 V vs.
Ag/AgCl, o que amplia bastante a possibilidade de uso destes nanoreatores em
amostras simples e complexas para determinacdo de compostos fendlicos,
pois, neste potencial, tornam-se mais seletivo e muito menos sensivel a
possiveis interferentes. Desta forma, os nanoreatores mostram-se uma notavel
ferramenta para a determinacdo de 4-aminofenol e serotonina em amostras de
agua e sangue, respectivamente. Os resultados foram avaliados por meio de
testes de adicdo e recuperacdo mostrando boa exatiddo para as amostras

analisadas.
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VII. Perspectivas

Como perspectivas futuras propdem-se a continuidade dos estudos, mais
agora com o emprego de sensores quimicos com MIP. Para tanto, sera
investigada inicialmente as vdrias formas de sintese da qual possa ser usada na
imobiliza¢do sobre a superficies dos eletrodos.

Tentar ver qual a melhor forma de imobilizacio e as diferentes matrizes
para posterior aplicacdo de espécies de interesse seja na area ambiental,

farmacéutica ou bioldgica.
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