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RESUMO

O presente trabalho apresenta um estudo analitico da determinacao de
4-aminofenol com um sistema a base de um polimero de impressdo molecular
(MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer) e protoporfirina IX de ferro como
sensor biomimético da enzima peroxidase. A sintese do MIP foi realizada pelo
método de precipitacio e as determinacdes analiticas realizadas
amperometricamente com um eletrodo de carbono vitreo modificado com o
sistema biomimético. As melhores condi¢bes analiticas estabelecidas para a
determinacdo de 4-aminofenol foram: potencial aplicado de - 0,1V vs Ag/AgCl,
tamp&o Tris 0,05 mol L™, pH 7,0 e concentracéo de perdxido de 100 umol L™.
Sob tais condi¢cdes, uma boa resposta linear do sensor foi observada numa
faixa de concentracdo de 10 a 90 umol L™ (r>0,9978), com limites de deteccéo
e de quantificacdo de 3 e de 10 pmol L™?, respectivamente Experimentos
realizados com amostras de aguas de torneira e de rio fortificadas com 4-
aminofenol, resultaram em valores de recuperacdo entre 93 a 112 %, indicando
a viabilidade da aplicacdo do sistema MIP/proptoporfirina IX de ferro como

sensor amperomeétrico para a deteccao de 4-aminofenol em amostras reais.

Palavres-chave: sensor biomimético, 4-aminofenol, polimero de impressao

molecular, protoporfirina de ferro.



ABSTRACT

This work presents an analytical study on determination of 4-
aminophenol (4-APh) with a system based on molecurlaly imprinted polymer
(MIP) and iron protoporphyrin IX as biomimetic sensor of the peroxidase
enzyme. The MIP synthesis was performed by the precipitation method and the
analytical determinations by amperometric measurements with a glassy carbon
electrode modified with the biomimetic system. The best analytical conditions
established for 4-APh determination were: applied potential of -0.1 V vs. Ag/Ag|,
0.05 mol L™ Tris buffer solution, pH 7 and hydrogen peroxide concentration of
100 pmol L. Under such optimized conditions, a good linear sensor response
was observed in a concentration range from 10 to 90 umol L™ (r>0.998), with
detection and quantification limits of 3 and 10 pmol L™*, respectively.
Experiments performed with tap and river water samples spiked with 4-APh
resulted in 93 to 112 % recovery values, suggesting the viability of using the
MIP/iron protoporphyrin IX system as biomimetic sensor for determinations of 4-

APh in real samples.

Keywords: biomimetic sensor, 4-aminophenol, molecurlaly imprinted polymer,

iron protoporphyrin 1X.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta um estudo analitico da determinacao de
4-aminofenol com um sistema a base de um polimero de impressdo molecular
(MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer) e protoporfirina IX de ferro como
sensor biomimético da enzima peroxidase. A sintese do MIP foi realizada pelo
método de precipitacio e as determinacdes analiticas realizadas
amperometricamente com um eletrodo de carbono vitreo modificado com o
sistema biomimético. As melhores condi¢bes analiticas estabelecidas para a
determinacdo de 4-aminofenol foram: potencial aplicado de - 0,1V vs Ag/AgCl,
tamp&o Tris 0,05 mol L™, pH 7,0 e concentracéo de perdxido de 100 umol L™.
Sob tais condi¢cdes, uma boa resposta linear do sensor foi observada numa
faixa de concentracdo de 10 a 90 umol L™ (r>0,9978), com limites de deteccéo
e de quantificacdo de 3 e de 10 pmol L™?, respectivamente Experimentos
realizados com amostras de aguas de torneira e de rio fortificadas com 4-
aminofenol, resultaram em valores de recuperacdo entre 93 a 112 %, indicando
a viabilidade da aplicacdo do sistema MIP/proptoporfirina IX de ferro como

sensor amperomeétrico para a deteccao de 4-aminofenol em amostras reais.

Palavres-chave: sensor biomimético, 4-aminofenol, polimero de impressao

molecular, protoporfirina de ferro.
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ABSTRACT

This work presents an analytical study on determination of 4-
aminophenol (4-APh) with a system based on molecurlaly imprinted polymer
(MIP) and iron protoporphyrin IX as biomimetic sensor of the peroxidase
enzyme. The MIP synthesis was performed by the precipitation method and the
analytical determinations by amperometric measurements with a glassy carbon
electrode modified with the biomimetic system. The best analytical conditions
established for 4-APh determination were: applied potential of -0.1 V vs. Ag/Ag|,
0.05 mol L™ Tris buffer solution, pH 7 and hydrogen peroxide concentration of
100 pmol L. Under such optimized conditions, a good linear sensor response
was observed in a concentration range from 10 to 90 umol L™ (r>0.998), with
detection and quantification limits of 3 and 10 pmol L™*, respectively.
Experiments performed with tap and river water samples spiked with 4-APh
resulted in 93 to 112 % recovery values, suggesting the viability of using the
MIP/iron protoporphyrin IX system as biomimetic sensor for determinations of 4-

APh in real samples.

Keywords: biomimetic sensor, 4-aminophenol, molecurlaly imprinted polymer,

iron protoporphyrin 1X.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1:

Esquema geral de sintese e atuacdo do MIP

Figura 2: Estrutura quimica de alguns agentes de ligacdo cruzada usualmente

Figura 3:

Figura 4:
Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura

Figura 9:

empregados na sintese de polimeros de impressao molecular.
Estrutura quimica dos iniciadores radicalares mais empregados na
sintese de polimeros de impresséo molecular.

Estrutura da Fe(lll)protoporfirina (1X) (hemina, Fe(lll)PPIX)
Esquema de Preparacdo dos Eletrodos a base de polimero de
impressao molecular.

Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo modificados com
MIP/protoporfirina IX: na auséncia de H,0, (a) na presenca de 50
umol L™ de H,0, (b) na presenca de 10 umol L™ (c) e 20 pmol L™ de
4-APh. Tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0).

a) Respostas amperométricas do eletrodo de carbono vitreo
modificado com o sistema MIP/protoporfirina 1X, sob um potencial
aplicado de -0,1 V vs Ag/AgCl, ap6s adicdes de aliquotas de 4-APh
numa solucdo tampao Tris 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo H,0, 50
umol L™, b) Dependéncia da resposta amperométrica com a
concentracéo de 4-APh na solugéo..

Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX com o potencial aplicado para a determinacdo
de 4-APh numa solucéo tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo
4-APh 20 pmol L™ e H,0, 50 pmol L™.

(@) Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina I1X na auséncia (a) e presenca (b) de 50 pmol L™
de H,0,. Potencial aplicado -0,1 V vs Ag/AgCl em tampé&o Tris 0,1
mol L™ (b) Dependéncia com a concentracdo de H,O, para a
determinacdo de 4-APh numa solucdo tamp&o Tris 0,1 mol L™ (pH
8,0) contendo 4-APh 20 pmol L™. Potencial aplicado: -0,1V vs
Ag/AgCl..

Figura 10: Dependéncia da resposta amperométrica do sistema

MIP/protoporfirina IX com a natureza do tampdp para a
determinacdo de 4-APh numa solucdo tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH
8,0) contendo 4-APh 20 umol L™ e H,0, 50 umol L™.

13

14

22
29

32

33

34

36

38



Figura 11: Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX com o pH para a determinacéo de 4-APh numa
solugéo tamp&o Tris 0,1 mol L™ contendo 4-APh 20 pmol L™ e H,0,
50 umol L. Potencial aplicado: -0,1V vs Ag/AgCI.

Figura 12: Efeito da concentracdo molar do tampdo TRIS nas concentracdes
de (0,025); (0,05); (0,1); (0,15); (0,20) mol L™ . Medidas conduzidas
a potencial de -0,1V vs Ag/AgCl, com adicbes de aliquotas 4-
aminofenol 0,01 mol L™ em solugdes pH 7,0 contendo 100 pmol L™
de H,0O,.e o tampao nas concentracdes indicadas..

Figura 13: Cronoamperogramas para a determinacdo de 4-aminofenol em (a)
CV; (b) CV-Nafion; (c) CV-NIP (hemina) e (d) CV-MIP (hemina). As
medidas foram conduzidas em solugdo tampdo Tris de
concentragédo 0,05 mol L, pH 7,0, concentracdo de peroxido de
100 pmol L, potencial aplicado de - 0.1 V vs. Ag/AgCl e adi¢do de
aliquotas de 5 L de 4-aminofenol 10 mmol L™.

Figura 14: Diagrama esquematico do mecanismo proposto para a
determinagcdo 4-APh sobre o eletrodo CV modificado com MIP-
protoporfirina de ferro. 4-APh,eq € 4-APh,,; sdo as formas reduzida e
oxidada, respectivamente do 4-aminofenol; MIPg.*® e MIPg." sdo as
formas reduzidas e oxidadas, respectivamente da hemina..

Figura 15: Microscopia Eletrbnicas de Varredura de particulas do MIP (a) e
NIP (b).

Figura 16 Cronoamperogramas para a determinacdo de 4-aminofenol. Medidas
conduzidas em tamp&o TRIS 0,05 mol L™, (pH 7,0) concentraco de
peroxido de 100 pmol L™, potencial aplicado de - 0.1 V vs. Ag/AgCl
e adicéo de aliquotas de 5 L de 4-aminofenol 10 mmol L™.

Figura 17: Estruturas dos compostos fendlicos com estrutura quimica similar a
do 4-Aminofenol: (a) 4-Aminofenol, (b) 2-aminofenol, (c) catecol, (d)
2-cresol, (e) guaiacol, (f) cloroguaiacol, utilizados no experimento de
seletividade.

Figura 18: Comportamento do 4-aminofenol no sensor CV-MIP-hemina:
Adicdes de (a,c) 20 mmol L™ 4-APh, (b) 20 mmol L* 2-APh (2-
aminofenol), 20 mol L™ CA (catecol), 20 mmol L™ GUA (guaiacol),
20 mmol L* 2-cre (cresol) and 20 mmol L™ Clog (cloroguaiacol).
Potencial aplicado de — 0,1 V vs Ag/AgCl, em tampao TRIS 0,05 mol
L™ (pH 7,0); [H,0,] = 100 pmol L™,
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo de grande interesse por varios motivos
como: sua toxicidade, sua capacidade de acumulacdo no meio ambiente e
suas diversas aplicacdes na area farmacéutica e de alimentos. Estdo presentes
em efluentes industriais das industrias de pléstico, corantes, tintas, drogas,
polimeros, borrachas, desinfetantes e principalmente de papel e celulose [1].
Na natureza podemos encontra-los como componente natural na madeira
(lignino e tanino), nas flores e em algumas frutas sendo responsaveis por
propriedades organolépticas.

Alguns compostos fendlicos vém causando problemas de poluicao
ambiental de maneira generalizada, praticamente em todas as partes do
mundo. Ja na area biolégica e farmacolégica os compostos fendlicos que mais
tém sido pesquisados sdo 0s neurotransmissores. Estes sdo mensageiros
quimicos que transmitem uma mensagem de um neurbnio a outro. Esta
transmissao ocorre pela secrecdo de um neurotransmissor a partir de um
neurénio que se liga por um receptor especifico localizado na membrana da
célula mée [2]. Esta interacdo entre 0 neurdnio e 0 neurotransmissor é o maior
caminho de comunicagéo entre 0s neurfnios, por iSso, 0S neurotransmissores
possuem um importante papel no sistema nervoso central. Alguns compostos
fendlicos tém sido intensamente pesquisado por neurocientistas, ja que a
deficiéncia no organismo pode implicar em doencgas graves como esquizofrenia
e doenca de Parkinson [3]. Dai a necessidade de utilizar em formulacdes
farmacéuticas contendo compostos fendlicos, como a dopamina, como forma

de suprir ou minimizar tal deficiéncia.
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O composto fendlico 4-aminofenol (4-APh) tem sido largamente
utiizado como matéria-prima em industrias quimica em &areas como
medicamentos, corantes, borracha, petroleo e fotografia. Tem importante
aplicacdo na producdo do paracetamol que é um dos produtos farmacéuticos
mais comercializados de todo o mundo. Este composto também é um produto
intermediario da decomposicdo do paracetamol, como resultado, 0 4-
aminofenol est4 presente no ambiente como poluente, sendo considerado uma
substancia perigosa porgue causa aumento da temperatura corpOrea em
humanos e conduz a longos periodos para ser eliminado do organismo por
processos biofisicos e bioquimicos [4,5].

Compostos fendlicos também s&o conhecidos como poluentes
organicos, representam o principal produto da degradacao de alguns pesticidas
organofosforados e fenoxi-acidos [1,6]. Sdo altamente prejudiciais ao homem e
aos organismos aquaticos, seja por ingestdo de alimentos contaminados ou
simplesmente por contato com a pele, pois esses compostos apresentam facil
penetragdo nas membranas celulares provocando diversos males e afetando
0s processos de respiracao e fotossintese [7,8].

Assim, fendis e especialmente seus derivados clorados, nitrados e
alquilados tém sido definidos como poluentes perigosos devido a sua alta
toxicidade e persisténcia no ambiente, e estdo presentes na lista de
substéancias perigosas e poluentes prioritarios da EC (Comisséo Européia) [9] e
da EPA (Agéncia de Protegcdo Ambiental Norte Americana) [6, 10,11]. A diretiva
(80/778/CCE) da Comunidade Econbmica Européia, por exemplo, incluiu
compostos fendlicos como 2-amino-4-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2-

clorofenol, 3-clorofenol e 4-clorofenol como substancias perigosas para o
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despejo em ambientes aquaticos e estabeleceu a concentragdo maxima
permitida, para todos os tipos de fendis em &gua potavel, conhecido como
indice de fendis, no valor de 0,5 pg por litro de 4gua [12]. No Brasil, a resolucéo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente N° 20, de 18 de junho de 1986
estabelece o indice de fendis em 1pg L' para aguas de abastecimento
domeéstico.

Assim, o desenvolvimento de procedimentos para a deteccdo e
determinacdo destas espécies quimicas em diferentes matrizes € de grande
interesse, sendo um consenso universal a necessidade de monitoramento
continuo do teor destes contaminantes quimicos nos cursos de aguas naturais
e nos inumeros efluentes industriais descarregados nestes recursos hidricos
[13]. Porém, o tempo e os custos envolvidos com a deteccdo destes poluentes
ambientais (seja na aquisicdo da amostra, na preparagcdo da amostra ou
andlise de laboratério) tém imposto limitacdes no niumero de amostras que
podem ser analisadas para um determinado projeto de monitoramento
ambiental [14].

As andlises de compostos fendlicos tém sido realizadas,
principalmente, por meio de métodos espectrofotométricos e cromatograficos,
como cromatografia gasosa com ionizacdo em chama, cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massas e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Estas técnicas sédo reconhecidamente sensiveis, permitindo
deteccdo desses analitos em baixas concentracdes. Porém, sdo geralmente
caras, lentas, necessitam de operadores bem treinados, requerem etapas de

extracao ou pré-concentragcdo aumentando o risco de perda da amostra [6].
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Uma alternativa que pode ser utilizada como sistema de detec¢do mais
versétil para o monitoramento ambiental, estimulando a producdo de uma
grande variedade de métodos analiticos sdo o0s biossensores. Estes séo
conhecidos com grande perspectiva de aplicagdo no monitoramento ambiental
em efluentes e qualquer outra matriz de interesse ambiental e suas principais
vantagens séo a rapidez da analise e a possibilidade de aplicacdo direta sem a
necessidade de preparacdo da amostra. O seu uso em métodos analiticos tem
aumentado sensivelmente nos Ultimos anos, apresentando resultados
satisfatérios em varios procedimentos relacionados ao controle ambiental [15-
17].

Os biossensores eletroquimicos representam uma das mais
interessantes areas da pesquisa no campo da eletroanalitica. Trés aspectos
importantes podem ser considerados antes de avaliarmos um sensor
eletroquimico: (i) selecdo de um elemento quimico ou biolégico de
reconhecimento molecular conhecido como receptor; (i) selecdo de um
elemento de transducdo eletroguimica conhecido como transdutor; (i) a
integracao dos dois elementos, normalmente via imobilizagdo do receptor no
transdutor através de procedimentos de modificacdo de superficie [18].

Nos biossensores, 0 reconhecimento seletivo € realizado por
biomoléculas, tais como, anticorpos ou enzimas, que possuem a capacidade de
suprir as demandas analiticas para uma ampla gama de analitos, mas, por
outro lado, apresentam desvantagens como baixa estabilidade quimica. Dentre
esses analitos destacam-se diversas aplicacbes de biossensores para

determinacdo de compostos fendlicos [19,20].
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Tendo em vista a baixa estabilidade quimica e fisica das espécies
biolégicas empregados em biossensores, receptores artificiais vém ganhando
importdncia como uma possivel alternativa aos sistemas naturais de
reconhecimento [21]. Assim, varias estratégias foram propostas no sentido de
substituir os materiais bioldégicos por materiais sintéticos que possuam o
mesmo grau de reconhecimento molecular e seletividade [22].

A habilidade de muitas biomoléculas de reconhecer e ligar-se
seletivamente a um substrato especifico € um processo essencial para todos
0s sistemas biologicos. O reconhecimento molecular seletivo geralmente ocorre
via formacao de ligagBes ndo-covalentes. Portanto, a seletividade esta entre as
propriedades mais desejaveis de anticorpos artificiais e receptores
biomiméticos [23]. A seletividade é obtida se o receptor sintético possuir uma
cavidade com tamanho e formato adequados, bem como sitios capazes de
estabelecer uma interagdo favordvel com a espécie de interesse. Moléculas
como a ciclodextrina e o éter-coroa foram bastante empregadas como
receptores moleculares sintéticos [24,25].

Dentre os materiais mais promissores no campo dos sistemas de
reconhecimento molecular biomimético destacamos os Polimeros de
Impressdo Molecular conhecidos popularmente como MIP, do inglés
Molecularly Imprinted Polymer. A tecnologia de impressdo molecular tem como
vantagem fornecer polimeros capazes de reconhecimento molecular e catalise,
que podem ser utilizados em técnicas de extracdo, separacdo, deteccéo

quimica ou reagdes cataliticas [21].
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1.1 POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR

A existéncia na natureza de Vvarios sistemas de reconhecimento
molecular como a interacdo antigeno-anticorpo ou enzima-substrato, tem
despertado grande interesse da ciéncia na sintese de sitios seletivos de
reconhecimento [26]. A partir da teoria de Pauling para formacéo de anticorpos,
surgiu a teoria da impressdo molecular, onde um antigeno era usado como
uma molécula molde para moldar a cadeia polipeptidica de anticorpos,
resultando numa configuracdo complementar do antigeno na respectiva cadeia
de anticorpos [27]. A partir desta concepc¢do, surgiu a idéia de produzir uma
estrutura rigida tridimensional (um polimero) ao redor de uma molécula molde
gue pudesse atuar de forma similar ao anticorpo, ou seja, que pudesse efetuar
seletivamente o reconhecimento molecular.

Os Polimeros de Impressdo Molecular (MIP) em relacdo aos materiais
biol6gicos apresentam vantagens como o0 baixo custo dos reagentes
empregados, a estabilidade quimica, fisica e térmica do material por longos
periodos de tempo, a capacidade de ser estocado sem perder sua
especificidade, a possibilidade de reutilizacdo do polimero apés a limpeza do
mesmo e a possibilidade de ser empregado em condi¢des diferentes daquelas
presentes em seu ambiente nativo [28, 29]. Vale ressaltar a vantagem da
capacidade dos MIPs de ligar-se seletivamente a uma dada molécula com
interacdes eficientes comparaveis aos sistemas substratos-enzimas, ou
antigeno-anticorpo [30].

Desta forma, os MIP tém sido empregados como substitutos de

biomoléculas que atuam no processo de reconhecimento molecular. Entretanto,
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os MIP apresentam algumas desvantagens como: formagdo de sitios de
ligacdo heterogéneos, processo laborioso de quebra e trituracdo do material e
dificuldade de remocao da molécula molde em alguns casos [29].

Os MIP podem ser considerados como materiais plasticos e sintéticos,
formados ao redor de uma molécula tomada como molde e que atuam de
forma semelhante ao sistema antigeno-anticorpo no processo de
reconhecimento molecular da substéncia escolhida como molde ou de seus
anélogos estruturais [31].

A Figura 1 mostra um esquema de sintese dos Polimeros de Impresséo
Molecular (MIP) que consiste, inicialmente, na interagcdo por meio de ligagbes
covalentes ou nao-covalentes de uma molécula molde (também conhecida
como molécula chave, molécula alvo, molécula impressa, antigeno impresso ou
analito) com moléculas de um ou mais mondmeros funcionais [32].

Em seguida, é adicionado ao meio um agente reacional que promove
ligagbes cruzadas no polimero a fim de formar uma matriz polimérica rigida em
torno do complexo molde-mondémero formado. A reacdo de polimerizacdo é
iniciada ap6s a adicdo de um iniciador radicalar e por aquecimento ou
iluminacdo por radiagéo Ultra-Violeta (UV) do meio reacional na auséncia de
oxigénio. A polimerizagdo radicalar com reagentes de ligagdo cruzada
estabilizam o complexo formado mondmero/molécula-molde resultando em um

polimero mecanicamente e termicamente estavel.
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Figura 1: Esquema geral de sintese e atuacdo do MIP

Palirmedzaghe

Apbs a extracdo da molécula molde, que é realizada por meio de um
solvente adequado a cada tipo de polimero, a matriz polimérica resultante
revela cavidades tridimensionais com tamanhos uniformes, capazes de reter
seletivamente a mesma molécula molde presente em uma amostra, devido a
forma complementar, tanto em tamanho quanto a presengca de grupos
funcionais. Tais cavidades constituem os sitios especificos de ligacdo que
agem no reconhecimento deste composto ou de substancias com estrutura
semelhante a substancia usada como molécula molde [33].

Para a sintese destes materiais o primeiro fator importante € a escolha
criteriosa da molécula a ser utilizada como molécula-molde (analito) e do
mondmero funcional empregado. A interagdo analito-monémero pode se dar
por meio de ligacdo covalente ou ndo covalente, por meio de ligacdo de
hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo, interacdo ibnica ou por interacao

hidrofébica [34].
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A molécula molde, por sua vez, ndo deve ser polimerizavel, dependendo
das condicbes em que ocorre a polimerizacdo ela deve ser estavel ao
aquecimento e/ou radiacdo UV, devendo ainda, ser soluvel no solvente
empregado na sintese do polimero. O tamanho do molde, sua solubilidade e o
uso que sera dado ao material impresso também devem ser levados em
consideracdo durante o planejamento de sintese do polimero. Os polimeros
preparados por ligacdo covalente possuem sitios mais seletivos, dada a
uniformidade gerada nos mesmos. De outra forma, quando esta estratégia é
adotada, a necessidade do uso de mondmeros e analitos que estabelecam
ligacdes covalentes restringe a aplicabilidade dos MIP para poucos analitos. Os
polimeros preparados a partir de ligagbes ndo covalentes apresentam
didmetros de particulas e sitios seletivos menos uniformes. Apesar destas
desvantagens, € o método de preparo mais utilizado, sendo responsavel por
cerca de 90% das publicacbes sobre MIPs, dada a maior flexibilidade de
aplicacao dos MIP para diferentes analitos [35].

Os analitos escolhidos que possuem grupos com caracteristicas basicas
interagem mais facilmente com mondmeros que contém grupos com
caracteristicas acidas, como o acido metacrilico (MAA). Em contrapartida,
mondmeros com carater basico como o 4-vinilpiridina (VP) interagem
preferencialmente com analitos acidos. Como a interacdo analito-mondémero &
governada por um processo em equilibrio que obedece ao principio de Le
Chatelier, quantidades superiores do monémero em relacdo ao analito
(geralmente 4:1) devem ser empregadas com intuito de deslocar o equilibrio,

para formar maior quantidade de complexos “analito-monémero” [36].
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Sabendo que o mondmero funcional desempenha um papel muito
importante no processo de reconhecimento molecular, uma vez que ele esta
diretamente envolvido na formacdo de ligagbes quimicas com a molécula
molde nos sitios impressos, uma avaliagdo dos grupos funcionais presentes na
molécula alvo deve ser realizada, e em seguida, a melhor escolha do
mondmero funcional que permitirda a formagcdo de ligacbes quimicas mais
efetivas com o analito. Alguns exemplos de mondémeros funcionais &cidos e
bésicos sdo mostrados na Tabela 1, os mondmeros funcionais tipicamente
utilizados em impressao molecular apresentam diferentes formas de interacao
com as possiveis moléculas molde. Por isso, a avaliagdo da estrutura da
molécula a ser impressa € de fundamental importancia para que o processo de
reconhecimento molecular seja bem sucedido. Uma regra béasica a ser
observada é que o monOmero funcional deve ter complementaridade em
relacdo ao molde utilizado. Assim, analitos contendo grupos funcionais basicos
sdo melhores impressos com mondmeros contendo grupos funcionais acidos e

vice-versa [35].
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Tabela 1. Exemplos de mondmeros funcionais empregados em impresséo

molecular.
R . Possiveis  tipos de
Mondémero funcional Nome . ~ .
interacdo com o analito
H.C ;. n” A . ~
s OH Acido Interacéo ibnica e ligagéo
Metacrilico de hidrogénio
@)
Acidos \ OH Ac[do 3 p- Inter_agaoﬁlo‘nlca e ligacdo
vinilbenzéico de hidrogénio
0
\ o : . - Interacao idnica e ligacao
Acido acrilico de hi e
o e hidrogénio
Interacdo idnica, ligacao
72\ 4-Vinilpiridina de hidrogénio e
J \— N transferéncia de carga
Interacdo idnica, ligacao
Basicos \ /N \ 2-Vinilpiridina de hid_rogénio e
_ transferéncia de carga
Interacdo i6nica, ligacao
A 1-Vinil imidazol |de hidrogénio e
N” SN ~ .
\—/ coordenacdo com metais

O solvente utilizado na sintese influencia a estabilidade da formacédo do

complexo “analito-mondémero”, por isso, sua escolha torna-se uma etapa

importante do processo. O solvente, além de fornecer um meio onde analitos e

mondmeros sejam soluveis, ndo deve interferir na interagdo analito-mondmero.

Quando tal interacdo ocorre por meio de forcas eletrostaticas e por ligacao de

hidrogénio, solventes apolares com constante dielétrica baixa, tais como

cloroférmio e tolueno, oferecem um meio adequado para estabilizar as

referidas intera¢des. Por outro lado, solventes com constante dielétrica maior,
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por exemplo acetonitrila, também podem ser utilizados, mas 0s polimeros
obtidos podem apresentar afinidade menos acentuada em se ligar novamente
ao analito. J4 os solventes préticos como 4gua e metanol sdo pouco utilizados
neste caso, pois de maneira geral, atuam como competidores no meio
reacional interferindo na formacdo de interacdes eletrostaticas e ligacdes de
hidrogénio entre analito e monémero. Além destas consideracdes, o solvente
que muitas vezes é chamado de solvente porogénico, pode influenciar nas
caracteristicas morfoldgicas dos MIP. Polimeros pouco porosos e com pequena
area superficial apresentam baixa capacidade de reconhecimento molecular,
basicamente devido a lenta difusdo dos analitos em direcdo aos sitios seletivos
localizados nos microporos [37].

Além dos parametros mencionados anteriormente, a seletividade
destes polimeros é também assegurada face ao emprego de reagentes que
promovam ligacdes cruzadas, permitindo assim, a estabilidade do complexo
“analito-monémero” gerando uma matriz polimérica rigida que garante a
estrutura do sitio seletivo formado. O reagente de ligacdo cruzada deve estar
presente em excesso em relacdo a quantidade de monémero funcional.
Estudos tém demonstrado que no minimo 50% do reagente de ligacdo cruzada
deve estar presente no meio reacional. O etileno glicol dimetacrilato (EGDMA)
tem sido o reagente de ligacdo cruzada mais utilizado, pois promove a
formacdo de polimeros térmica e mecanicamente estaveis e com rapida
transferéncia de massa. Outros reagentes de ligacdo cruzada tém sido
investigados (Figura 2), mas apenas o trimetilpropano trimetacrilato (TRIM) tem

apresentado resultados similares ou melhores que o EGDMA [38].
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Figura 2: Estrutura quimica de alguns agentes de ligacdo cruzada usualmente
empregados na sintese de polimeros de impressdo molecular.

Uma vez que todos os componentes estejam presentes na mistura
reacional (analito, mondmero, reagente de ligacdo cruzada e o solvente
apropriado), para que possa ocorrer a reacao de polimerizacdo é acrescentado
um iniciador radicalar ao meio. Esse composto, por sua vez, sofre clivagem em
sua estrutura, ou por radiacdo UV ou por aquecimento, para gerar radicais que
iniciam o mecanismo da reacéo de polimerizacdo. Na Figura 3, sdo mostrados

alguns exemplos de iniciadores tipicos empregados com esta finalidade.
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Figura 3: Estrutura quimica dos iniciadores radicalares mais empregados na
sintese de polimeros de impressao molecular.

1.2 METODOS DE PREPARACAO DOS POLIMEROS

O método de polimerizagao em “bulk” € o método mais utilizado no
preparo dos MIP, basicamente devido a sua simplicidade. Este método
consiste na adicdo consecutiva do analito, do mondémero, do solvente, do
reagente de ligacdo cruzada e do iniciador radicalar. Posteriormente, é retirado
0 maximo de oxigénio possivel por desaeracédo, e por fim, ocorre a reacdo de
polimerizagdo por aquecimento ou irradiagdo do mesmo. Como resultado
obtém-se um solido duro que deve ser triturado, peneirado e extraido o analito
por eluicéo.

Um polimero obtido tradicionalmente pelo referido método, depois de
triturado, apresenta particulas com formatos irregulares e tamanhos variando
de 20 a 50 ym. Outra desvantagem deste método refere-se ao elevado tempo

reacional (cerca de 20 h). Adicionalmente, apenas 50% ou menos do polimero
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sintetizado possui caracteristicas para propostas analiticas, uma vez que
durante a trituragdo, alguns sitios seletivos formados s&o parcialmente
destruidos, o que diminui a capacidade seletiva de retencado do polimero [35].
Os MIP obtidos pelo método de polimerizagdo em “bulk” sdo mais indicados
para técnicas de extracdo como a SPE, ao passo que em aplicacdes
cromatograficas, principalmente como fase estacionaria em HPLC é pouco
indicado, devido a heterogeneidade das particulas [39].

Foram desenvolvidas nos ultimos anos, novas metodologias para o
preparo de MIP com o objetivo de produzir polimeros com propriedades fisicas
mais adequadas a suas aplicagcdes como tamanho das particulas, porosidade,
volume de poro e area superficial. Ao contrario do método de polimerizagdo em
“bulk”, cuja sintese é realizada num sistema homogéneo, a maioria dos novos
métodos de preparo contemplam reacfes em sistemas heterogéneos, como
por exemplo a polimerizacdo por suspensao [40], por precipitacdo [41] e por
expansdo em multi-etapas [42]. Outros métodos de preparo dos MIP
contemplam reacdes de polimerizacdo dentro de poros de sélidos (silica e
resinas) [43] e reacdes de polimerizacdo sobre superficie modificada de
suporte solido [44]. Para algumas aplicacbes a polimerizacdo pode ser
realizada in situ, como por exemplo, no caso da micro-extracdo em fase solida,
onde a polimerizacéo é realizada sobre um cabo de fibra 6ptica silanizada [45].

Na polimerizacdo por suspensao, a reacao polimérica ocorre dentro
das gotas do mondémero dispersas num solvente imiscivel, geralmente agua. O
polimero obtido no formato de esferas é facilmente separado da fase aquosa. A
reacdo de polimerizacdo resulta em particulas poliméricas com tamanhos

uniformes. No método em questdo, apesar da uniformidade do tamanho das
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particulas ser uma vantagem, eventualmente algumas moléculas de 4gua se
dissolvem na mistura polimérica interferindo na interagdo analito-mon6émero,
principalmente quando esta se d& por ligacdo de hidrogénio. Além disso, em
situagbes onde mondémeros e analitos possuem elevada solubilidade em agua,
h& a possibilidade de ocorrer particdo destes constituintes reacionais da fase
organica para 0 meio aquoso, resultando num polimero com baixo
reconhecimento molecular. A polimerizacdo por suspensdo €, portanto,
realizada com sucesso quando analtos e mondmeros interagem
preferencialmente por interacdes hidrofébicas e ibnicas.

O método de preparo do MIP escolhido para o presente trabalho foi o
método de polimerizacdo por precipitacdo, que por sua vez, é analogo ao
método de polimerizacdo em “bulk”, porém, volumes superiores de solventes
sdo empregados a fim de impedir a formacdo de uma pasta polimérica.
Enquanto que no método convencional normalmente sdo utilizados volumes de
solvente aquoso de 10 mL, no método por precipitacdo, quantidades cerca de 5
vezes maiores sdo utilizadas. Convencionalmente, a formacao de particulas
poliméricas a partir do método de polimerizacdo por precipitacdo ocorre devido
ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da reacdo, o que torna o
polimero cada vez menos solivel no meio. Outra explicacdo para a
precipitacdo pode ser fundamentada em face da formacdo de ligacOes
cruzadas no polimero, tornando-o também pouco soluvel no solvente reacional
[46]. Esta ultima explicacdo é a mais aceita ao se considerar a sintese de MIP
por precipitacao.

Tal como a polimerizacdo por suspensdo em meio aquoso a

polimerizacdo por precipitacdo também produz particulas com tamanhos
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uniformes (tipicamente com didmetro < 1 ym) [41]. Outro ponto que deve ser
destacado refere-se ao maior rendimento da reacao (cerca de 85%) contra os
50% do método de polimerizagdo em “bulk”. A sintese dos MIP por
polimerizacdo por precipitacdo é induzida por luz ou aguecimento na auséncia
de oxigénio. Neste método as microparticulas sédo obtidas por meio de

centrifugagéo [40].

1.3 APLICACOES DE MIP EM QUIMICA ANALITICA

O primeiro trabalho com emprego de MIP em quimica analitica é
datado de 1972, onde Wulff e Sarhan propuseram um MIP com sitios seletivos
para a separacao enantiomérica de racematos de acucar [47]. Desde entdo, e
principalmente a partir da década de 1990, um crescente emprego da
tecnologia de impressdo molecular tem ocorrido em diversos laboratérios de
quimica analitica, a ponto de se afirmar que, hoje, a grande maioria das
aplicacbes de sucesso desses polimeros, ocorre nesse campo das ciéncias
quimicas.

Podemos citar aplicacbes em extracdo em fase solida (SPE — Solid
Phase Extraction) [48] e microextracdo em fase sélida (SPME — Solid Phase
Microextraction) [45], em técnicas de separacdo, tais como, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — High Performance Liquid Chromatography)
[49], eletroforese capilar (CE - Capillary Electrophoresis) [50],
eletrocromatografia capilar (CEC - Capillary Electrochromatography) [51];

cromatografia em camada delgada (TLC — thin layer chromatography) [52].
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Também, hd um amplo campo de pesquisa dos MIP em associa¢cdo com
técnicas eletroanaliticas [53] enfocando o desenvolvimento de sensores

seletivos, bem como em espectrofluorimetria.

1.4 APLICACAO DE MIP EM SENSORES

As primeiras tentativas que testaram as propriedades de
reconhecimento dos MIP, visando seu emprego na construcdo de sensores,
incluiam medidas elipsométricas em finas camadas de MIP impressas com
Vitamina K1 e estudos da permeabilidade de membranas com impressao
molecular [54]. O primeiro sensor biomimético empregando MIP como
elemento de reconhecimento foi um sensor de capacitancia, desenvolvido pelo
grupo de Mosbach, em 1991 [55]. Nos anos seguintes um grande numero de
trabalhos descrevendo a aplicacdo dos MIP no desenvolvimento de sensores
quimicos foi publicado usando diversos tipos de transdutores, dentre os quais
se destacam: os eletroquimicos, tais como os transistores de efeito de campo
(FET— Field Effect Transistors) e os eletrodos; os piezelétricos, que sdo
transdutores sensiveis a variacfes de massa, tais como osciladores de onda
acustica de superficie (SAW - Surface-acoustic Wave Oscillator) e as
microbalangcas de quartzo (QCM — Quartz Crystal Microbalance), e o6pticos,
baseados no uso de fibras 6pticas como guias de luz.

Na construcdo de sensores com MIP, uma técnica que pode ser
empregada € a eletropolimerizagé@o in situ sobre superficies condutoras, tais
como ouro e grafite, o que limita sua aplicacdo para construcdo de sensores

gue possuam transdutores com superficies condutoras, como é o caso dos
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sensores eletroquimicos e piezoelétricos. O primeiro sensor obtido por
eletropolimerizacéo relatado na literatura, foi desenvolvido por Malitesta et al,
que usaram orto-fenilenodiamina na presenca de glicose (molécula-molde), na
superficie de um eletrodo de platina, pertencente a um dispositivo piezelétrico
[56].

O desenvolvimento de MIPs com alta especificidade e estabilidade
tornaram os MIPs uma alternativa promissora as enzimas, anticorpos e outros
receptores naturais geralmente usados em sensores. Para a constru¢do de um
sensor usando MIP devemos considerar trés aspectos: O uso de um sistema
de transducdo ultra-sensivel capaz de monitorar o reconhecimento e
transformé-lo em sinal mensuravel, desenvolvimento de um MIP capaz de
interagir com o analito nas condicdes requeridas com afinidade e
especificidade desejaveis e a integracdo do MIP com o transdutor [57].

Foi reportado na literatura um Polimero de Impressdo Molecular
sintetizado com Zinco (Il)-protoporfirina, como mondémero funcional, com boa
seletividade a 9-etiladenina (9-EA) em comparacdo com compostos de
estrutura analoga [58]. Para tanto, o reconhecimento da 9-EA pelos centros
cataliticos da metaloporfirina presente no polimero impresso péde ser
detectado por UV-vis e por fluorescéncia. A impressao molecular mostrou-se
viavel para a preparacdo de polimeros sintéticos capazes de realizar o
reconhecimento molecular. Sabendo que o preparo dos MIPs consiste em uma
mistura de molécula molde, monémero funcional, reagente de ligacédo cruzada
e iniciador radicalar, todos dissolvidos em solvente apropriado, se moléculas de
metaloporfirinas polimerizaveis forem incluidas na mistura reacional, como

mondmeros funcionais, estas se ligardo seletivamente a molécula molde e
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resultardo em um receptor biomimético catalitico feito de Polimero de
Impressédo Molecular (MIP) a base da metaloporfirina.

Os MIPs sédo materiais que mimetizam as propriedades de
reconhecimento de biomoléculas através das teorias de chave-fechadura de
Linus Pauling. Trabalhos anteriores reportados na literatura descrevem o uso
da protoporfirina 1X de ferro, como mondmero funcional, na sintese de um MIP
cataliticamente ativo para o 4-aminofenol, usando para tal a técnica de
polimerizacdo em “bulk” [59]. Este MIP mimetiza a enzima peroxidase e foi
utiizado como preenchimento de cartuchos de pré-concentracdo em um
sistema em fluxo, o 4-aminofenol foi oxidado ao passar pelo cartucho através
de acdo dos sitios cataliticos do MIP e posteriormente reduzido na superficie
de um eletrodo de carbono vitreo posicionado depois do cartucho no sistema
em fluxo.

Sabe-se que a Horseradish peroxidase (HRP) € uma enzima do grupo
das peroxidases definida como oxiredutase que usa o peréxido de hidrogénio
como substrato natural da enzima. Sdo definidas como hemeproteinas (sitio
ativo Fe*® protoporfirinico) e sdo extensivamente utilizadas na construcéo de
biossensores amperométricos para a determinagdo de compostos fendlicos. A
reacado enzimatica da HRP ocorre em trés etapas distintas, como mostram as

equacdes 1 a 3:

HRP (Fe**) + H,0, — Composto-I + H,O (1)
Composto-I + AH, — Composto-Il + AH- (2)

Composto-Il + AH, — HRP(Fe**) + AH- + H,0 (3)
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Na primeira etapa, a enzima reduz H,O, formando um composto
oxidado intermediario (Composto-1). A forma oxidada da enzima € entéo,
reduzida a sua forma nativa em duas etapas, sendo que em cada etapa uma
substéncia organica é oxidada.

Quando a enzima peroxidase esta imobilizada na superficie de um
eletrodo, os intermediarios oxidados da enzima, Composto-l e Composto-Il,
podem ser reduzidos de volta ao seu estado nativo por dois caminhos: por
transferéncia de elétrons direta ou mediada. Na transferéncia de elétrons direta
as formas oxidadas da enzima séo reduzidas por elétrons doados do préprio
eletrodo, principalmente se este for grafite. J& na transferéncia mediada de
elétrons, a enzima recebe elétrons de substancias doadoras (AH,), como por
exemplo os fendis. Na presenca de uma substancia doadora de elétrons a
enzima ¢é regenerada e as espécies AH-formadas sdo reduzidas
eletroquimicamente no eletrodo, resultando em uma corrente de reducgdo
proporcional & concentracéo da substancia doadora. E conhecido que uma alta
concentragdo de peroxido pode levar a uma forma inativa da peroxidase. Deste
modo, os fendis podem atuar como doadores de elétrons na reacdo da
peroxidase com peréxidos, sendo este o principio da utilizacdo de eletrodos
modificados com peroxidase para a deteccdo de espécies fendlicas [60].

Dificuldades intrinsecas tém feito do reconhecimento de moléculas
polares em agua um desafio, como ja relatado na literatura, grupos funcionais
polares séo facilmente hidratados e interacdes entre grupos funcionais polares
e interacdes ponte de hidrogénio e/ou eletrostaticas sdo enfraquecidas pela
hidratacdo quando comparados com as interacbfes em solventes néo-polares

[58,61].
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Metaloporfirinas sado conhecidas por serem capazes de reconhecer
tanto moléculas hidrofilicas quanto hidrofébicas com boa seletividade e
particular afinidade em agua [62], que pode oferecer uma solucdo aos
problemas de afinidade se for usada como co-mondmero na preparacao do
MIP. Estes receptores possuem sitios do tipo acido de Lewis (ion metélico),
sitio de reconhecimento eletrostético (grupos —COQ’) e sitios de ligacao
hidrofébica (estrutura da porfirina e grupos hidrofébicos como cadeias
alquilicas e grupos aril) que tornaram possivel a sua aplicacdo em sensores
opticos.

A escolha da protoporfirina 1X de ferro como mondmero funcional foi
possivel devido a presenca de grupos vinilicos em sua estrutura (ver figura 4),
0 que torna possivel a polimerizacdo desta na mistura reacional do MIP
possibilitando que a porfirina atue como centro catalitico do polimero (sitio

ativo: Fe** porfirinico).

H2 — CH3
CHs
HsC
=0
HO \O HO

Figura 4: Estrutura da Fe(lll)protoporfirina (IX) (hemina, Fe(lll)PPIX)

Com o objetivo de avaliar o desempenho do polimero impresso (MIP)

no reconhecimento molecular de alguma espécie, deve-se sintetizar



47

simultaneamente outro tipo de polimero na auséncia da molécula molde
(analito), a esse polimero é dado o nome de polimero ndo impresso (NIP - do
inglés Non-Imprinted Polymer) e serve de polimero de controle uma vez que
este ndo apresenta sitios especificos de ligacdo. Assim, todas as condicfes
otimizadas devem ser aplicadas igualmente a ambos os polimeros para que
seja feita a verificagdo da capacidade de reconhecimento molecular do MIP em
relacdo ao NIP [63].

No caso de um MIP com atividade catalitica, € necesséario também a

sintese de um polimero impresso na auséncia da protoporfirina, que é a

D~

responsavel pela atividade catalitica. Este polimero sem atividade catalitica
usado como polimero de controle e serve de comparagdo entre o polimero
impresso catalitico e o ndo-catalitico, uma vez este possui somente 0s sitios

seletivos, mas ndo apresenta os sitios cataliticos com a protoporfirina.

1.5 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é de desenvolver um sensor amperométrico a
base de um Polimero de Impressdo Molecular (MIP) que mimetiza a enzima
Horseradish peroxidase (HRP) usando a protoporfirina IX de ferro (hemina)
como grupo prostético responsavel pelos sitios cataliticos. Para tanto, foram
cumpridas as seguintes etapas:

Selecdo dos componentes da sintese do MIP (molécula molde,
mondmero funcional, reagente de ligacdo cruzada, iniciador radicalar e

solvente porogénico).
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Sintese do MIP através da técnica de polimerizacdo por precipitacdo
com o objetivo de obter particulas uniformes do polimero bem como a sintese
dos polimeros de controle NIP para avaliar comparativamente o
reconhecimento molecular e a atividade catalitica.

Construcdo do sensor através da modificagdo da superficie do eletrodo
de carbono vitreo com um filme do MIP disperso em metanol.

Estudo do comportamento amperométrico do sensor a base de MIP na
determinacao do 4-aminofenol e compara-lo aos dos polimeros de controle.

Investigar as melhores condicbes de pH, potencial aplicado,
concentragdo de peroxido, natureza e concentracdo do tampédo e efeito da
presenca de interferentes visando a otimiza¢do do sensor proposto.

Aplicar o sensor nas melhores condigcbes para a determinacdo de 4-

aminofenol em amostras de agua de rio e de torneira.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados a instrumentacdo, os materiais, 0s
reagentes e os procedimentos experimentais empregados na sintese dos MIPs,
no preparo dos sensores a base desses polimeros e na andlise do 4-

aminofenol.

2.1 INSTRUMENTACAO

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um
potenciostato AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE, Holanda) interfaciado
com o programa computacional GPES.

Na sintese dos MIP, os seguintes equipamentos foram utilizados: uma
chapa aquecedora Fisatom (Brasil) para aquecimento, um pH-metro Corning
(Brasil) para o controlde do pH das solugdes, uma estufa Fanem (Brasil)
modelo 145 para secagens e um agitador horizontal Fanem (Brasil) a obtencéo
de uma mistura homogénea durante o processo de polimerizacdo. Além disso,
a extracdo da molécula molde do polimero formado foi realizada com o auxilio
de um mini-agitador modelo Minishaker da IKA® e a filtracdo das particulas do
polimero com uma bomba de vacuo da Fanem (Brasil).

As analises por microscopia eletrbnica de varredura (SEM) foram
realizadas num microscopio JEOL LV-JSM 6360 (Japdo) operando em
voltagem de 15 keV. Inicialmente, as amostras foram inicialmente depositadas
em uma fita adesiva dupla face de carbono fixada em um porta-amostra de

latdo. Em seguida, as amostras foram metalizadas com ouro até a espessura
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de 12 nm num metalizador MED 020 da Bal-Tec. Os parametros de poros e a
area superficial dos MIPs foram mediadas com um equipamento de sor¢édo de

gas Quantachrome Autosorb Automated.

2.3 ELETRODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados numa cela
convencional de vidro com um eletrodo de carbono vitreo (CV), adquirido da
Metrohm® (Suica), com uma area geométrica de 0,071 cm?, como eletrodo de
trabalho base para a construcdo dos sensores. Além disso, um eletrodo de
Ag/AgCI comercial da Analion Industria e Comércio Ltda (Ribeirdo Preto — SP)
e um eletrodo de platina foram utilizados como eletrodos de referéncia e
auxiliar, respectivamente.

Antes da utilizacdo do eletrodo de trabalho, a superficie do carbono
vitreo era polida sobre tecidos umedecidos com suspensdes aquosas de
alumina 1,0; 0,3 e 0,05 um. Posteriormente, era lavado com agua e sonicado
em agua num banho ultrasom, por cerca de 10 minutos, para remocédo de

particulas de alumina que possivelmente permaneceram aderidas no eletrodo.

2.4 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucdes aquosas foram preparadas com reagentes de grau
analitico e agua purificada num sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).
A sintese do MIP foi realizada a partir dos seguintes reagentes: 4-

aminofenol (4-APh, 98% - Riedel-de Haén, Alemanha), acido metacrilico (MAA,
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99% - Acros Organics), trimetilpropano trimetacrilato (TRIM, 99% - Sigma-
Aldrich, EUA), 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN, 98% - Sigma), protoporfirina
de ferro IX (Hemina, 99% - Acros Organics) e acetonitrila (Synth); todos
utilizados sem purificagdo prévia. Além destes, também foram utilizados
peréxido de hidrogénio (Synth) e solucdo 5% de Nafion® (Aldrich Chemical
Company).

As solucdes de 4-aminofenol foram preparadas sempre que necessario
e a partir de solucbes estoque com concentracdo 0,01 mol L™ e protegidas da
luminosidade.

Os reagentes Tris (2-amino-2-hydroximetil-propano-1,3-diol, 99%), Pipes
(Acido 2-etanosulfénico, 99,5%) e Hepes (Acido 4-(2-hidroximetil)-1-piperazina-
etano) foram adquiridas da Sigma-Aldrich. As solugcbes tampéo foram
preparadas com agua purificada e as correcdes de pH foram realizadas com
solucées NaOH 5% e/ou HCI 0,2mol.L™.

No estudo de seletividade, os seguintes compostos fendlicos, com
estrutura quimica similar a do 4-aminofenol, foram testados: 2-aminofenol,

catecol, 2-cresol, guaiacol e cloroguaiacol, todos adquiridos da Sigma-Aldrich.

2.5 SINTESE DO MIP

Para a sintese do MIP adotou-se o método de polimerizacdo por
precipitacdo reportado na literatura [64]. Inicialmente, foram misturados o
mondmero funcional acido Metacrilico (MAA), o reagente de ligacdo cruzada
trimetilpropano-trimetacrilato (TRIM) e a protoporfirina IX de ferro (hemina) em

40 mL do solvente acetonitrila. Posteriormente, o template (4-APh) e o iniciador
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radicalar 2,2’-azo-bis-isso-butironitrila (AIBN) foram adicionados a solucdo. A
mistura foi entdo sonicada por 10 minutos sob atmosfera de nitrogénio, para
evitar a presenca indesejavel de oxigénio. Em seguida, frascos contendo a
solucéo foram vedados e colocados em um banho termostatizado com agua a
60° para polimerizacdo. Apds 9 horas, as particulas do MIP foram separadas
num filtro com diametro de poro de 0,27 pm, lavadas com uma mistura
metanol/acido acético (9:1, v/v) para a extracdo (remocéo) do template até que
nenhum teor do mesmo fosse detectado no eluato por voltametria de pulso
diferencial (DPV). Para evitar a possibilidade de erros nos experimentos de
DPV com solucbes muito diluidas do template, pequenas quantidades de
metanol foram adicionadas repetidamente, até que a presenca de 4-aminofenol
nao fosse mais detectada na extragao.

Afim de avaliar a seletividade dos MIP, polimeros sem impressao
molecular (sintese na auséncia da molécula molde) também foram preparados

de modo similar.

2.6 PREPARO DO SENSOR

Conforme ilustrado na Figura 5, para a prepararacdo do sensor
biomimético, 10 mg do MIP eram sonicados por aproximadamente 10 minutos
em 1 mL metanol para dispersdo. Em seguida, uma aliquota de 10 uL da
suspensao era retirada e colocada sobre a superficie do carbono vitreo. Apos a
secagem a temperatura ambiente, 10 pL de uma solucdo alcodlica de Nafion®

era adicionado de forma a cobrir toda a superficie do eletrodo de carbono

vitreo. ApOGs 2 horas de secagem a temperatura ambiente, o eletrodo era
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transferido para a célula eletroquimica para o inicio das medidas
eletroquimicas. Neste sistema, a membrana de Nafion® atua como um “filtro
quimico” prevenindo o acesso indesejavel de espécies anidnicas e a0 mesmo

tempo facilitando o acesso do analito 4-APh e de prétons.

MIP = metanol

(10 mg =1 mL)
Ultra-som
1?
Suspensio Nafion
10,0 uL 10,0 uL

Carbono o SN Eletrodo
Vitreo E— o —— - Pronto
Temperatura Temperatwa
Ambiente Ambiente

Figura 5: Esquema utilizado na preparacdo do sensor biomimético a base
de um polimero de impressdo molecular modificado com protoporfirina 1X

sobre o eletrodo de carbono vitreo.

2.7 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE AGUA DE RIO

As amostras de agua do Rio Hermogenes Filho (Campinas — SP) foram
coletadas nos pontos de menor e de maior profundidades, armazenadas em
frascos de polietileno e conservadas em geladeira para posterior utilizagc&o.

As amostras de torneira foram coletadas no laboratorio LEEDS do

Instituto de Quimica da Universidade de Campinas UNICAMP.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDOS INICIAIS

Com o propésito de verificar o comportamento voltamétrico e por
cronoamperometria do eletrodo de carbono vitreo modificado com o sistema
MIP/protoporfirina IX para reconhecimento de 4-APh foram realizados testes
iniciais com base em informacdes reportadas na literatura [59].Primeiramente,
experimentos de voltametria ciclica foram realizados para avaliar a resposta do
eletrodo modificado com MIP. Estes estudos foram conduzidos na faixa de
potencial de -0,25 a +0,5 V vs Ag/AgCl com uma velocidade de varredura do
potencial de 0,01 V s™. Os experimentos foram realizados numa solucdo do
tampdo TRIS 0,1 mol L™, na auséncia e presenca de H,O, 50 pmol L? e,
posteriormente, na presenca de 4-aminofenol numa concentragdo de 10 pumol
L e 20 pmol L ™. Os voltamogramas na Figura 6, mostram que apds a adic&o
do peroéxido (Figura 6b) um acréscimo na corrente de reducéo e um decréscimo
na corrente anddica sao observados, sugerindo que na presenca da
protoporfirina 1X de ferro ocorre uma reducdo do peréxido de hidrogénio de
forma semelhante a dos biossensores a base de peroxidase. Apos a adicédo de
4-aminofenol na solugdo (Figura 6c-d), um novo acréscimo de corrente é
observado em potenciais préximos de -0,07 V vs Ag/AgCI. Este incremento €
similar ao observado em biossensores a base de peroxidase onde a
transferéncia € mediada por compostos fendlicos. Este comportamento sugere
que o sistema MIP/protoporfirina 1X possui atividade catalitica para o 4-
aminofenol indicando sua viabilidade na preparacdo do sensor para a deteccéo

do 4-APh.
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Figura 6: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo modificados com
MIP/protoporfirina IX: na auséncia de H,0, (a) na presenca de 50 pmol L™ de
H,0, (b) na presenca de 10 umol L™ (c) e 20 pmol L™ de 4-APh. Tamp&o TRIS
0,1 mol L™ (pH 8,0) Velocidade de varredura 0,01 V s™.

Posteriormente, experimentos de cronoamperometria foram realizados
com o eletrodo de carbono vitreo modificado com o sistema MIP/protoporfirina
IX numa solucdo tampdo TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo 50 pmol L™ de
H,0,. Como ilustrado pela Figura 7a, sob um potencial aplicado de -0,1 V vs
Ag/AgCIl, o sistema apresentou respostas amperométricas para adicdes
sucessivas de aliquotas de 5 pL de uma solucdo de 4-aminofenol 10 mmol L™,

indicando possibilidade de aplicagdo como um sensor.



56

0,05

-1
50 pmol L™ H,0,
0,00 / [4-APh] = 4,97 a 233 pmol L™
E = -0,1 V vs Ag/AgCl

ap|

-0,05 -

-0,10 +

|/ uA

-0,15 +
-0,20

-0,25 1

-0,30

200 250 300 350 400
t/seg

0,20

0,151 o0 °

0,10 o°

Al [ pA

0,05

0,00 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

[4-APh] / pmol L™

Figura 7: a) Respostas amperomeétricas do eletrodo de carbono vitreo
modificado com o sistema MIP/protoporfirina 1X, sob um potencial aplicado de
—0,1V vs Ag/AgCl, apo6s adicbes de aliquotas de 4-APh numa solucdo tampéao
Tris 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo H,O, 50 pmol L™, b) Dependéncia da
resposta amperométrica com a concentracdo de 4-APh na solucao.
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3.2 ESTUDO DO POTENCIAL APLICADO

Para otimizacdo das condicdes analiticas, inicialmente, novos
experimentos amperomeétricos foram realizados variando-se o potencial
aplicado no intervalo de -0,25 V a 0,05 V vs Ag/AgCl. Uma analise dos
resultados é apresentada na Figura 8 e confirma o potencial de -0,1 V como o
mais indicado para a determinacdo de 4-APh com o sistema MIP/protoporfirina
IX numa solucdo tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo 50 umol L™ de
H.O,. Este valor é similar ao potencial de reducéo de 1,2-quinona para catecol

nos trabalhos reportados na literatura [70,71].
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Figura 8: Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX com o potencial aplicado para a determinacdo de 4-APh
numa solucdo tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo 4-APh 20 pmol L™ e
H»0, 50 umol L™,
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3.3 ESTUDO DA CONCENTRACAO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO

Sabendo-se que o ion metélico central de metaloporfirinas pode produzir
um sitio de coordenagdo acessivel a um ligante com atividade catalitica na
presenca de perdxido de hidrogénio, a protoporfirina 1X de ferro como sitios
ativos que mimetizam a peroxidase tém sido muito investigada [65,66]. Neste
sentido, a quantidade de peréxido em solucdo é um parametro que deve estar
bem ajustado, uma vez que altas concentracdes de perdéxido podem afetar o
reconhecimento do MIP destruindo irreversivelmente os anéis da porfirina e/ou
produzindo oxigénio molecular, que dificulta o reconhecimento da molécula
alvo. Sabe-se também que o uso de altas concentracdes de peroxido pode
oxidar o ferro (lll) para ferro (VI) na porfirina, como pode ser observado em
sistemas enziméticos, onde ferro (VI) é a forma inativa da peroxidase [67].

Na Figura 9-A temos curvas amperométricas obtidas na auséncia
(Figura 9A-a) e na presenca (Figura 9A-b) de peréxido de hidrogénio na
concentracdo de 50 pmol L™, obtidas ap6s sucessivas adicdes de aliquotas de
5 pL de 4-aminofenol 0,01 mol L™ em solucdo tampéo TRIS 0,1 mol L™ (pH
8,0), mostrando claramente a importancia do peréxido de hidrogénio no
processo catalitico associado ao sistema MIP/protoporfirina que imita o sistema
peroxidase.

Assim, para se avaliar a influéncia da concentracdo do peréxido de
hidrogénio no meio, foram realizados experimentos variando-se a sua
concentracdo entre 10 pmol L* e 200 pmol L™ Os resultados séo
apresentados na Figura 9B e mostram que a maior resposta foi registrada com

uma concentracdo de H,O, de 100 pmol L™, sugerindo melhora tanto nas
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caracteristicas de reconhecimento quanto na atividade catalitica do MIP, bem

como a utilizacao desta concentracdo nos estudos posteriores.
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Figura 9: (A) Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX na auséncia (a) e presenca (b) de 50 pmol L™ de H,0.
Potencial aplicado -0,1 V vs Ag/AgCl em tampdo Tris 0,1 mol L™* (B)
Dependéncia com a concentracdo de H,O, para a determinacdo de 4-APh
numa solugéo tamp&o Tris 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo 4-APh 20 pmol L™.
Potencial aplicado: -0,1V vs Ag/AgCI.
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3.4 ESTUDO DA NATUREZA DA SOLUCAO TAMPAO

A influéncia da natureza da solucdo tampédo na resposta analitica foi
investigada por meio de experimentos realizados com cinco solu¢des tampéao
diferentes: 1) fosfato, 2) Macllvaine, 3) Tris, 4) Pipes e 5) Hepes. As medidas
foram conduzidas com um potencial aplicado de -0,1 V vs Ag/AgCl em
solucées tampao contendo 50 pmol L™ de H,O, e 20 pmol L™ de 4-APh. Os
resultados estdo apresentados na Figura 10 e confirmam o tampao TRIS como

0 mais adequado para as aplicacdes analiticas propostas no presente trabalho.

Figura 10: Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX com a natureza do tampép para a determinacao de 4-APh
numa solucdo tamp&o TRIS 0,1 mol L™ (pH 8,0) contendo 4-APh 20 pmol L™ e
H,0, 50 umol L. Potencial aplicado: -0,1V vs Ag/AgClI.
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3.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO HIDROGENIONICA

A variagcdo da concentragdo hidrogenidnica do meio pode alterar as
intensidades de corrente de pico, dependendo do tipo de sistema avaliado. As
reacfes enzimaticas sofrem grande influéncia do pH [68]. O efeito do pH na
estabilidade de uma enzima deve ser levado em consideragdo no estudo
porque as enzimas apresentam um pH caracteristico em que sua atividade é
maxima, e acima ou abaixo desse valor, a sua atividade se reduz. Dessa forma
considera-se como pH 6timo, aquele em que a atividade e a velocidade das
reacles catalisadas por enzimas, ou neste caso por um polimero biomimético,
sd0 maximas.

Assim sendo, para continuidade ao processo de otimizacdo das
condi¢cbes do sistema MIP/protoporfirina IX para determinacdo de 4-APh, o pH
foi avaliado em uma faixa de 6,0 a 8,0, considerando-se que nesta faixa as
enzimas peroxidase apresentam uma melhor atividade [69]. Para tanto, o
sistema foi condicionado nos parametros previamente estabelecidos e o0s
testes realizados em solucdo de 4-APh 20 pmol L™. A Figura 11 mostra uma
dependéncia da corrente amperométrica com o pH do eletrélito, sendo a
melhor resposta para o reconhecimento biomimético do 4-APh registrada em

pH 7,0.
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Figura 11. Dependéncia da resposta amperométrica do sistema
MIP/protoporfirina IX com o pH para a determinagédo de 4-APh numa solugéo
tamp&o Tris 0,1 mol L™ contendo 4-APh 20 pmol L* e H,O, 50 pmol L™
Potencial aplicado: -0,1V vs Ag/AgCl.

3.6 ESTUDO DA CONCENTRACAO DOTAMPAO

A melhor resposta do estudo do tipo de tampéo foi obtida em solucéo
tampéo TRIS. Préximo passo foi avaliar a dependéncia do sinal analitico e das
correntes observadas para a determinacdo do 4-aminofenol em solugéo
tampdo do eletrdlito. A faixa de estudo foi de 0,025 a 0,20 mol L™ e os
resultados demonstraram uma queda do sinal analitico a medida que a
concentracdo foi aumentada do valor de 0,1 mol L™ Os resultados
apresentados na Figura 12 mostram que a concentracdo que apresentou

melhor resposta analitica foi a de 0,05 mol L™.
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Figura 12: Efeito da concentragcdo molar do tampé&o TRIS nas concentracdes
de (0,025); (0,05); (0,1); (0,15); (0,20) mol L™ . Medidas conduzidas a potencial
de -0,1V vs Ag/AgCl, com adicBes de aliquotas 4-aminofenol 0,01 mol L™ em
solucées pH 7,0 contendo 100 umol L™ de H,O,.e 0 tamp&o nas concentracdes

indicadas.

3.7 CARACTERIZACAO DO SISTEMA MIP/PROTOPORFIRINA IX COMO

UM SENSOR BIOMIMETICO PARA A DETECCAO DE 4-APh

Os polimeros impressos obtidos pelo método de precipitacdo foram
analisados por microscopia eletronica de varredura (Figura 13) e indicaram que
os tamanhos das particulas do MIP e do NIP séao similares, mas que o MIP
apresenta uma estrutura porosa com resultados de area superficial e

porosimetria melhores do que o NIP. Analises da area superficial pelo método
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BET e de distribuicdo total de poros com a técnica de porosimetria de sorcao
de nitrogénio resultaram numa &rea superficial de 2,3 m? g”' para o NIP e de
12,7 m* g~ para o MIP e de distribuicdo de poros de 0,01 cm® g™ para o NIP e
2,34 cm® g”' para o MIP. Estes resultados sugerem que o polimero sintetizado
pela técnica de polimerizacdo por precipitacdo resulta em particulas mais
uniformes do que as obtidas com a técnica de polimerizagao “bulk” [70]. Além
disso, conforme descrito anteriormente por Bruggemann [71], indicam que a
auséncia da molécula molde no processo de impressédo resulta em diferencas
morfolégicas entre os polimeros, portanto os MIPs apresentam distribuicdo de

poros na sua estrutura e area superficial bem maior que o NIP correspondente.

o F

o Tt

(B o

2050 X4Bvens 8, Sumis gt
it ‘».-pl >4 [

Figura 13: Microscopia Eletrénicas de Varredura de particulas do MIP (a) e

NIP (b).

Apb6s otimizacdo das melhores condicbes (Tabela 2) do eletrodo de
carbono vitreo modificado com o sistema MIP/protoporfirina IX para
reconhecimento de 4-APh foram realizados o0s experimentos de
cronoamperometria. As medidas foram conduzidas em solugéo tampéao Tris de
concentracdo 0,05 mol L™, pH 7,0; concentracdo de peréxido de 100 pmol L™ e

potencial aplicado de -0.1 V vs. Ag/AgCI. Os resultados sédo apresentados na
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Figura 14 e mostraram que o eletrodo de carbono vitreo (CV) ndo modificado
(curva a) ou modificado com Nafion® (curva b) ndo apresentaram respostas
frente a adicbes de aliquotas de 4-APh no eletrdlito. Na curva (c),
correspondente ao eletrodo CV modificado com polimero ndo-impresso NIP
mais protoporfirina 1X, observamos o aparecimento de pequenas correntes
amperomeétricas, muito provavelmente associadas com a atividade catalitica
intrinsica da porfirina. Por outro lado, na curva (d) correspondente ao eletrodo
CV modificado com o sistema MIP-protoporfirina IX, os valores de corrente
foram bem superiores ao sistema NIP-protoporfirina IX, sugerindo a presenca

de cavidades seletivas de interacdo entre o analito e o centro catalitico do MIP.

Tabela 2: Parametros experimentais para a determinacdo de 4-
aminofenol sobre o eletrodo CV modificado com o sistema protoporfirina
IX.

Parametro Resultado
Potencial -0,1 V vs Ag/AgCl
Chz0: 100 pmol L™
Tampéo TRIS

pH 7,0

CTampao 0,05 mol L-1
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Figura 14: Cronoamperogramas para a determinacdo de 4-aminofenol em (a)
CV; (b) CV-Nafion; (c) CV-NIP (hemina) e (d) CV-MIP (hemina). As medidas
foram conduzidas em solucdo tamp&o Tris de concentracdo 0,05 mol L™, pH
7,0, concentracéo de peréxido de 100 umol L™, potencial aplicado de - 0.1 V vs.
Ag/AgCl e adicdo de aliquotas de 5 pL de 4-aminofenol 10 mmol L™.

O processo de reconhecimento do 4-APh pelo centro ativo do eletrodo
modificado é similar a0 mecanismo de atuacdo da enzima “horsehadish
peroxidase” [60], conforme mostrado na Figura 15. Neste mecanismo, o0 centro
catalitico é oxidado de Fe*" a Fe* pela presenca do peréxido de hidrogénio
(etapa a), com a formacdo de espécies altamente (O=Fe**, P*) reativas que
rapidamente interagem com o substrato 4-APh (etapa b e ¢) e promovem a
regeneracao do centro metalico ao seu estado de oxidacéo inicial. Finalmente,
o ciclo catalitico € completado com a redugdo das espécies 4-APh,y, OU seja,
regeneracdo do analito (etapa d). Portanto, a corrente de reducdo medida &
proporcional a concentragdo do 4-APh em solugédo, viabilizando desta forma o

monitoramento da sua concentragao na solugéo:
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(Fe*" P) + H,0, — (O=Fe**, P*) + H,0 (a)
(O=Fe*", P*) + 4-APh,eg — (O=Fe**, P) + 4-APhoy (b)
(O=Fe*", P) + 4-APheq + 2H" — (Fe*, P) + 4-APhgy + H,0O (c)
4-APhoy + @ —> 4-APheq (d)

A deteccéo indireta do 4-aminofenol baseada na reducao dos produtos
gerados pelas reacdes com o centro catalitico apresenta vantagens como:
simplicidade de construcao e manuseio, protecao do eletrodo contra o acumulo
de produtos poliméricos secundarios sobre sua superficie (passivagcdo), que
usualmente sdo observados durante oxidacdo eletroquimica direta de
compostos como o0 4-aminofenol, amplificacdo da resposta como uma
consequéncia da reducdo de quinonas e/ou radicais fenoxi do 4-aminofenol,
além do desempenho dos eletrodos se enquadrar no intervalo de potenciais
otimo para medidas eletroquimicas com biossensores amperométricos que é

de -0,2a 0V vs ECS [72].
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Figura 15: Diagrama esquematico do mecanismo proposto para a
determinacdo do composto fendélico 4-Aminofenol (4-APh) V sobre o eletrodo
CV maodificado com o sistema MIP-protoporfirina de ferro (hemina). 4-APhyeq €
4-APhyy séo as formas reduzida e oxidada, respectivamente do 4-aminofenol;
MIPe" e MIPe™ sdo as formas reduzidas e oxidadas, respectivamente da
hemina.
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3.8 CARACTERISTICAS ANALITICAS DO SISTEMA MIP-
PROTOPORFIRINA X COMO SENSOR AMPEROMETRICO PARA A

DETERMINACAO DE 4-APh

Com o propdsito de avaliar a possibilidade de aplicagdo do sistema
MIP-protoporfirina IX como sensor amperométrico para determinacéo do 4-APh
em amostras reais, uma curva analitica foi registrada, sob as condicdes
previamente otimizadas, e € apresentada na Figura 16a. A resposta, expressa
na forma da dependéncia linear das diferengcas de corrente (Al) com a
concentracdo de 4-aminofenol em solucdo (Figura 16b), foi linear para uma
faixa de concentracdo de 10 a 90 pmol L™, com coeficiente de correlacéo de
0,9978 para 9 determinacdes (n= 9) e uma sensibilidade de 5,36 nA L pmol™. A

curva de trabalho pode ser expressa pela expressao:

| (NA) = -1,40 (+ 0,37) + 5,36 (+0,06) * [4-APh/umol L]

Os limites de detecc¢éo (LD) e quantificacao (LQ) foram entdo calculados
a partir do desvio padrdo das 9 medidas (n=9), ou seja, foram consideradas as
diferencas de correntes (Al) do eletrodo modificado com MIP na auséncia do
analito 4-aminofenol. A partir da corrente dos amperogramas registrados e da
recomendacao da IUPAC [73], os limites de deteccdao (LD) e limite de

quantificacéo (LQ) calculados foram de 3 e 10 umol L™, respectivamente.



0,15

70

0,00 -

-0,15 -

-0,30 -

|/ uA

-0,45 -

-0,60 -+

-0,75

150

200 250

300

350

t/seg

400

450

500

Figura 16a: Cronoamperogramas para a determinagdo de 4-aminofenol.
Medidas conduzidas em tamp&o TRIS 0,05 mol L™, (pH 7,0) concentracdo de
peréxido de 100 umol L, potencial aplicado de - 0.1 V vs. Ag/AgCl e adicdo de
aliquotas de 5 pL de 4-aminofenol 10 mmol L™
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Figura 16b: Curva analitica para a deteccdo do 4-aminofenol no sensor
proposto em solucdo tamp&o TRIS 0,05 mol L™ (pH 7,0) contendo 100 umol L™
de H,0,. Potencial aplicado de -0,1 V Vs Ag/AgCl. Dados extraidos da Figura

16a.
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A repetibilidade do sensor proposto, expressada em termos de desvio
padrao relativo, foi determinada por medidas sucessivas de sinal em sete
experimentos de amperometria usando solu¢cdes de 4-aminofenol de
concentragdo 20 pmol L™" e resultou ser de aproximadamente 5%.

Os resultados acima apresentados sao comparaveis aos desempenhos
de outros sensores reportados na literatura para a deteccdo de compostos
fendlicos (Tabela 3) e indicam a viabilidade da aplicacdo do sistema MIP-

peroxidase 1X em amostras reais, como mostrado adiante.

Tabela 3: Caracteristicas de eletrodos modificados para a determinacéo

de compostos fendlicos.

Composto fenolico  Faixa Linear Sensibilidade Limite Detecgéo Ref.
(umol L™ (nA L pmol™) (umol L™

4-Aminofenol 10-90 53 3,0 Este
trabalho

Fenol 5-50 3,6 0,8 74

2-amino-4-clorofenol 5-25 3,2 0,5 75

4-Aminofenol 4-35 6,1 2.4 60

p-cresol 10-40 3,6 4.0 76

3.9 ESTUDOS DE SELETIVIDADE

Estudos de seletividade para o sensor proposto foram realizados
usando moléculas com estrutura quimica similar a do 4-aminofenol (Figura 17)
e que podem atuar como interferentes. Neste sentido, foram feitas
determinacdes de 4-aminofenol na auséncia e na presenca destes compostos
de estrutura similar, de forma a avaliar se a presenca desses compostos

ocuparia 0s sitios cataliticos seletivos ao 4-aminofenol. Os resultados sé&o
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apresentados na Figura 18 e demonstram que mesmo na presenca de
compostos de estrutura similar, o sensor & base de MIP (hemina) mostrou-se

altamente seletivo ao 4-aminofenol.

OH OH
NHE-’-'# e {H}: _:j;[x OH
NH;
(a) (b) (c)
_~._-OH ~_  _OH ) .OH
ol © O
~= \ s
Ch OCHs C OCHy
(d) (e) ()

Figura 17: Estruturas dos compostos fendlicos com estrutura quimica similar a
do 4-Aminofenol: (a) 4-Aminofenol, (b) 2-aminofenol, (c) catecol, (d) 2-cresol,
(e) guaiacol, (f) cloroguaiacol, utilizados no experimento de seletividade.
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Figura 18: Comportamento do 4-aminofenol no sensor CV-MIP-hemina:
AdicBes de (a,c) 20 mmol L™ 4-APh, (b) 20 mmol L™ 2-APh (2-aminofenol), 20
mol L™ CA (catecol), 20 mmol L™ GUA (guaiacol), 20 mmol L™ 2-cre (cresol)
and 20 mmol L™ Clog (cloroguaiacol). Potencial aplicado de — 0,1 V vs Ag/AgCl,
em tamp&o TRIS 0,05 mol L™ (pH 7,0); [H20,] = 100 pmol L™
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3.10 APLICACAO DO SENSOR PROPOSTO EM AMOSTRAS REAIS

Para avaliagcdo do sensor proposto para a determinacdo de 4-aminofenol
em amostras reais foram realizados experimentos com amostras de agua e
utilizando o método de adicao padrdo, uma vez possibilita minimizar o efeito da
matriz. Assim, amostras de agua foram coletadas em uma torneira (amostras
1A e 1B) do laboratério LEEDS do 1Q- UNICAMP e do Rio Hermdégenes Filho
(Campinas — SP), (amostras 2A e 2B) e cada amostra foi analisada em
triplicata. As percentagens de recuperagdo de 4-aminofenol nas amostras
foram calculadas pela razdo entre a concentragéo de 4-aminofenol encontrada
(obtidas apds a adicao de concentracdes conhecidas na amostra) e a soma
entre as concentragdes reais de 4-aminofenol nas amostras e as
concentracbes adicionadas. Uma comparacdo dos valores de recuperacao
para cada amostra analisada (Tabela 4) mostra que ndo ha uma influéncia
significativa da matriz no sensor desenvolvido para as amostras avaliadas
demonstrando a viabilidade da aplicacdo do sensor para o 4-aminofenol em

amostras de agua.
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Tabela 4: Resultados do teste de recuperacao de 4-APh obtidos para as
amostras analisadas. ? Resultados expressos como média + desvio padrdo
para 3 replicatas ; ° Recuperacdo obtida a partir do enriquecimento das
amostras; ° LQ = limite de quantificacao.

A 4-APh adicionado 4-APh encontrado® | Recuperacéo® (%)
Agua de torneira - <LQ° .
1A 10,0 9,3 (+0,06) 93 (£7)
1B 12,0 13,4 (+0,09) 111 (x3)
Agua de rio - <LQ -
2A 10,0 9,7 (+0,02) 97 (£5)
2B 12,0 12,6 (£ 0,05) 105 (x2)
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4. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou de forma satisfatoria o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a determinagdo do
composto fendlico 4-Aminofenol, utilizando um sistema biomimético a base de
um polimero de impressédo molecular (Molecularly Inprinted Polymer - MIP) que
utiliza a protoporfirina IX de ferro como grupo prostético. A sintese do polimero
foi realizada pelo método de precipitacdo, utilizando-se a Protoporfirina de
Ferro como grupo prostético para mimetizar o centro ativo da peroxidase,
criando um Polimero de Impressdo Molecular cataliticamente ativo para o 4-
aminofenol.

Os estudos para o estabelecimento das melhores condi¢cdes de
trabalho do sensor proposto foram: potencial de -0,1 V vs Ag/AgCl, Tampao
Tris 0,05 mol L™, pH 7,0 e concentracéo de peréxido de 100 umol L. Nestas
condi¢cdes foi verificado um bom desempenho do eletrodo na faixa de
concentracdo de 10 a 90 pmol L™, com limite de deteccdo (LD) de 3 pmol L™ e
limite de quantificacdo (LQ) de 10 pmol L™ bem como melhores condicées para
obtencdo da maxima sensibilidade, indicando a importancia no tratamento
destes parametros para o desenvolvimento e otimiza¢cdo do sensor proposto.

A possibilidade de construcdo de um sensor amperomeétrico com MIP a
base de uma metaloporfirina mostrou-se como algo inovador na literatura,
portanto, o presente trabalho apresenta um pequeno avango na area de

desenvolvimento de sensores amperometricos.
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