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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de biossensor baseado em
extrato de acgai e sensor biomimético baseado em polimeros de impressao
molecular, para a determinagéao eletroquimica da hexazinona—HXZ (3-ciclohexila-6-
(dimetilamino)-1-metil-1,3,5-triazina-2,4(1H,3H)-diona) empregando eletrodos de
pasta de carbono e de ouro. O sensor biomimético a base de pasta de carbono foi
construido usando polimeros biomiméticos, MIPs (Moleculary Imprinted Polymer).
As sinteses dos MIPs e dos respectivos polimeros de controle NIPs, foram
realizadas pelos métodos de bulk e de precipitacdo. O comportamento
eletroquimico do sensor biomimético foi estudado por voltametria ciclica e a
quantificacdo da hexazinona foi realizada utilizando voltametria adsortiva de pulso
diferencial com redissolugao catédica (DPAdCSV). Sob estas condi¢des, obteve-se
uma faixa de resposta para HXZ, entre 2,0 x 10" e 1,1 x 10" mol L™, e um limite
de detecgdo de 5,8 x 10" mol L, o sensor biomimetico foi aplicado para a
determinacdo de hexazinona em agua utilizada em uma plantagdo de cana de
acucar, obtendo-se uma recuperacgao de 98%. No biossensor, a base do extrato de
acai usou-se um eletrodo de ouro cuja superficie foi modificada com
monocamadas auto-arranjadas (SAM) de cistamina sobre a qual foi imobilizada a
enzima peroxidase extraida da polpa de acgai (Euterpe oleracea). A voltametria de
onda quadrada foi a técnica utilizada na otimizagdo e quantificagédo do herbicida,
obtendo-se uma resposta para HXZ de 2,0 x 10° até 1,1, x 10* mol L™ e limite de
deteccdo de 6,6 x 10° mol L. Os resultados obtidos mostram que os sensores

propostos sao promissores para a quantificagao da hexazinona.

Palavras chaves: Hexazinona, Polimeros de Impressdo Molecular (MIP),

Sensores biomimeéticos, Biossensores, Acai.



ABSTRACT

The present work describe the development of electrochemical biosensors
and biomimetec sensor for the determination of hexazinone-HXZ (3-ciclohexyl-6-
(dimethylamino)-1-methyl-1,3,5-triazine-2,4(1H,3H)-dione) employing carbon paste
and gold electrodes. The biomimetic sensor based on carbon paste was prepared
using molecularly imprinted polymers (MIPs). The syntheses of MIPs and the
respective control polymers, NIPs, were performed by bulk and precipitation
methods. The electrochemical behavior of biomimetic sensor was studied by cyclic
voltammetry and the quantification of hexazinone was performed using differential
pulse adsorptive cathodic stripping voltammetry (DPAdCSV). Under these
conditions response range was obtained for HXZ between 2.0 x 10" e 1.1 x 10™"°
mol L™ and detection limit of 5.8 x 10" mol L™. the biomimetic sensor was applied
to real samples of a sugar plantation, the recovery was 98% The In the second
sensor gold electrode was used whose surface was modified with self-assembled
monolayers (SAM) of cystamine on which was immobilized peroxidase enzyme
extracted from the pulp of Agai (Euterpe oleracea). The square wave voltammetry
technique was used in the optimization and quantification of the herbicide having
response for HXZ 2.0 x 10”° up to 1.1 x 10* mol L™ and detection limit of 6.6 umol
L™, The results obtained show that the proposed sensors are promising for the

quantification of this pesticide.

Keywords: Hexazinone, Molecularly imprinted polymers (MIP), biomimetic

sensors, Biosensors, Acali.
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1- INTRODUCAO

1.1. Agrotdxicos

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
agrotoxicos sao substancias ou mistura de substancias utilizadas na producgao,
colheita ou armazenamento de alimentos. Eles sdo bioativos e capazes de previnir,
destruir ou combater espécies indesejaveis que, de alguma maneira, possam
interferir na produgao, no processamento, armazenamento, transporte e estocagem
de alimentos, produtos agricolas em geral, madeira e produtos derivados da
madeira.’

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
(grupo funcional) em organoclorados, carbamatos, organofosforados, piretroides,
triazinas, clorofendis, entre outros, e com base no tipo de pragas alvo que
combatem, tal como mostrado na Tabela 1.2

O Brasil é o maior produtor de acutcar-de-cana do mundo, seguido pela india e
Australia, com os menores custos de producdo, e também o maior exportador do
produto, sendo que o Estado de Sao Paulo € o responsavel por 60% de todo o

agucar produzido no pais e por 70% das exportagdes nacionais.>
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Tabela 1: Alguns dos principais grupos, fungoes e classes de agrotéoxicos.2

Grupo e fungdo

Classes

Inseticidas

(controle de insetos)

Organofosforados, organoclorados, carbamatos, benzoiluréias e

organometalicos.

Herbicidas

(controle de plantas daninhas)

Triazinas, uréias, tiocarbamatos, amidas substituidas, acidos

benzdicos, piridinas, dinitrofendis.

Ditiocarbamatos, dicaroximidas, ftalimidas, benzimidazois,

Fungicidas

imidazois, acilaminas, sais inorganicos (sulfato de cobre) fosfito
(controle de fungos)

de zinco, fésforo branco, cumarina.

Rodenticidas Sais de ferro, acetato de fentina, clinoclamina, -cloretos,

(controle de roedores) brometos de alquibenzilamdnio, hipocloritos de calcio metanal.

Algicidas Sais de ferro, acetato de fentina, clinoclamina, cloretos,

(controle de algas) brometos de alquibenzilambnio, hipocloritos de calcio.

Molusquicidas

Metaldeido.
(controle de moluscos)

Metilcarbamatos de benzofuralina, metilcarbamadto de oxima e
Nematicidas
organofosforados.

1.1.1. Triazinas

As triazinas sdo muito utilizadas como herbicidas no controle pré e
pos-emergente de ervas daninhas nas mais variadas culturas, tais como a cana-de-
acucar, milho, sorgo, abacaxi, banana, café, uvas, entre outras.* As s-triazinas
possuem um anel heterociclico de seis membros onde os atomos de carbono e
nitrogénio sao simetricamente localizados e os substituintes das posicdes 2, 4 e 6,

constituem-se no diferencial entre as varias formulagbes disponiveis
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comercialmente.” Dentre as mais importantes, temos a atrazina, ametrina e a

hexazinona mostrada na Figura 1.

)(J)\
| |N
CH
)\ =13
o 0
CHj CHj

Figura 1. Formula estrutural do herbicida hexazinona.

Os niveis de triazinas no ambiente sdo normalmente quantificados usando
uma ou mais combinagbes de técnicas cromatogra’nficas.6 Apesar dos métodos
cromatograficos serem precisos, sensiveis e seletivos, eles sao trabalhosos e
relativamente caros, quando comparados com outras técnicas de analise. Isto tem
despertado o interesse para a deteccado e quantificagcdo de herbicidas por técnicas
eletroquimicas, pois, além de simples e de baixo custo, elas oferecem a
possibilidade de se determinar a concentragdo do herbicida diretamente na amostra,
sem pré-tratamentos ou separagdes quimicas.’ Entre as mais utilizadas atualmente,
destaca-se a voltametria de onda quadrada (SWV), e a voltametria de pulso

diferencial (DPV), que sao técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis.”®
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1.1.1.1. HEXAZINONA

A hexazinona é um herbicida do grupo das triazinonas, sendo que as
suas formulagdes tem diferentes seletividades na cultura da cana-de-agucar. As
formulagées da hexazinona (diuron + hexazinona e azafenidin + hexazinona) séo
aplicadas em pos-emergéncia inicial e tardia das plantas de cana-de-acucar, na
época das chuvas, em soqueira de terceiro corte, apos colheita com queima prévia
do canavial. A mistura diuron + hexazinona é o unico produto que nao afeta as
caracteristicas tecnolégicas e o rendimento do agucar, porém possui fator
bio-acumulativo em peixes, facilidade de transcolagdo em solos e, por isso, pode
contaminar pogos e aguas subterrédneas. Vapores toxicos e sua formulagdo tém
altissima resisténcia a temperatura, podendo se manter no meio ambiente de forma

inalterada.’®

1.2. Biossensores

Um biossensor, segundo a definicdo mais tradicional pode ser definido
como sendo um dispositivo que apresenta um elemento bioldégico sensivel a um
dado analito intimamente ligado a um transdutor. Como transdutor entende-se que é
o0 componente do biossensor capaz de converter sinais fisicos e quimicos em sinais
mensuraveis, usualmente sinais eletrbnicos, cuja magnitude seja proporcional a
concentracdo da espécie ou grupamento quimico.'® "’

O material biolégico utilizado como reconhecedor da reacao bioquimica nos
biossensores pode ser uma enzima, um anticorpo, um tecido animal ou vegetal.12

Entretanto, atualmente, também sido considerados biossensores, aqueles

dispositivos que empregam como reconhecedor compostos biomiméticos, como
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catalisadores redox e polimeros molecularmente impressos (MIP)."*'* Sendo que
para a obtencdo do biossensor, este material dever ser imobilizado sobre a

101215 o o sinal obtido &

superficie do transdutor (elétrico, optico, piezelétrico, etc.)
relacionado a concentragdo do analito. Quando o material biolégico usado na
construgdao de um biossensor € uma enzima, por exemplo, este é denominado

biossensor enzimatico'® e no caso do uso de catalisadores redox ou MIP é

denominado de sensor biomimético."

1.3. Enzimas

As enzimas sdo proteinas que, atuam como catalisadores na maioria das
reacdes bioquimicas. Por serem catalisadores eficientes, sao aproveitadas para
aplicacdes industriais, como na industria farmacéutica e na alimentar.

As enzimas diminuem a barreira da energia de ativacdo das reagdes
quimicas (Figura 2) sem alterar a constante de equilibrio, isto é facilitando a
formacéao do estado de transigao (ES) entre enzima e substrato. Como catalisadores,
as enzimas atuam em pequenas concentragdes e como nao sao consumidas na
reacdo podem ser recuperadas. Visto que elas sao proteinas, perdem suas
propriedades cataliticas se submetidas a agentes extremos como calor, solventes
organicos, acidos e bases fortes ou outros materiais que provoquem a sua
desnaturacao. As caracteristicas mais intrinsecas das enzimas sao a especificidade

e poder catalitico.'”'®
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Figura 2. Curva de Energia de Ativagdo vs tempo de reagdo na presenga /auséncia de

catalisador.®

Devido a sua estrutura tridimensional complexa, as enzimas possuem um alto
grau de especificidade sendo esta uma importante caracteristica das mesmas. Uma
enzima biotransforma uma substancia para reagir devido a configuragao da molécula
proteica, da singularidade de seu sitio ativo e da conformagao estrutural da molécula

do substrato. Cada enzima tem seu préprio e Ginico mecanismo de catalise."’

1.3.1. Classificagcao das Enzimas

As enzimas sao classificadas em seis principais grupos de acordo com as
reagdes que catalisam. Assim, tém-se as 6xido-redutases (reagdes de transferéncia
de elétrons); transferases (reagdes de transferéncia de grupos funcionais);

hidrolases (reacdes de hidrolise — promovem a cisdo de um material organico
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através do uso de agua); liases (adigdo de grupos a duplas ligagdes ou o inverso,
rompem ligagdes glicosidicas); isomerases (catalisam rearranjos intramoleculares —
transferéncia de grupos dentro de moléculas produzindo formas isoméricas) e
ligases (formacéo de ligagbes C-C, C-S, C-O e C-N por reacbes de condensagao

acopladas a clivagem de ATP.""18

1.3.2. Peroxidase (POD)

A peroxidase € uma enzima que pertence ao grupo das oxido-redutases, as
enzimas pertencentes a este grupo estdo relacionadas com as oxidagdes e
reducdes bioldgicas, e consequentemente, com os processos fermentativos e
respiratorios.'’1®

Os estudos preliminares com as peroxidases deram inicio em 1809, devido
a variagao na coloracdo de tecidos vegetais e leite, na presencga de peréxidos. No
entanto, 0 nome peroxidase s6 foi usado um século depois, em pesquisa de enzimas
da raiz forte (Armoracia lapathifolia) e por isso muitas vezes a enzima peroxidase &
referida como HRP (horseradish peroxidade), visto que esta enzima foi amplamente
estudada em todos os aspectos cinético-enzimatico, tornando-se referéncia para
estudos de peroxidases de diferentes fontes. Estes estudos mostraram uma
atividade oxidativa durante o amadurecimento de frutos. Para esses estudos e de
peroxidases em geral foi estabelecido metodologia de ensaio usando guaiacol (como
substrato modelo) e perdoxido de hidrogénio, que é necessario para a formagao do

composto | (HRP-I), para posterior catalise de oxidagdo do substrato via composto

(”)-19,20
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1.3.2.1. AGAO CATALITICA DA POD

A acéo catalitica da POD consiste inicialmente em uma reagdo com H,0,,

transferindo dois elétrons para o grupo prostético de ferro hemina. Muitas

peroxidases sao heme proteinas e contém como grupo prostético a porfirina de ferro

(II) conhecida também como protoporfirina IX (Figura 3).2%2'

Figura 3. Estrutura quimica do grupo heme das peroxidases.21

O mecanismo catalitico da HRP pode ser descrito como demonstrado nas

reacbes a seguir:?’

HRP (Fe*®) + H,0, —— Composto (1) +H,0
Composto () + QH —— Composto (II) + Q
Composto (Il) + QH —— HRP (Fe™) + Q +H,0

Q+2e — QH

(1)
(2)
3)
(4)

O seu ciclo catalitico ocorre em trés etapas: (i) a forma férrica da enzima é

oxidada com a transferéncia direta de dois elétrons pelo peroxido de hidrogénio (seu

substrato natural) ao chamado composto I, que é constituido pelo radical oxiferril e a
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porfirina protonada (O=Fe**,P*), fornecendo uma carga formal e positiva igual a 5+
ao composto () (reagado 1). (ii) A seguir, através da transferéncia de um elétron de
um doador (QH), o composto (l) é entdo reduzido a forma conhecida como composto
(1), que corresponde ao ion oxiferril (O=Fe*") (reagao 2) e, (iii) finalmente retorna a
sua forma nativa [(HRP(Fe*] por uma nova transferéncia de elétron da molécula
doadora (reacao 3). Nas etapas (ii) e (iii) a espécie doadora de elétrons é oxidada, a
qual pode ser regenerada a seu estado inicial pela sua redugao eletroquimica.
Quando espécies fendlicas, como hidroquinonas, catecois e fenilaminas, atuam
como doadores de elétrons na regeneracao da forma nativa da HRP, ocorre o que
se conhece como a transferéncia eletrbnica mediada. Assim, em biossensores
amperométricos e voltamétricos a base da POD e na presenga de perdxido de
hidrogénio, compostos fendlicos podem ser quantificados através da reducao destes
compostos na superficie do eletrodo (reagdo 4), apos eles terem sido oxidados
durante a regeneragdo da enzima.?'%*

Por outro lado, quando mantem-se fixa a concentracdo do doador de
elétrons, e varia-se a de H,O, a corrente de reducdo sera proporcional a
concentracdo do substrato no meio, sendo que esta corrente pode ser relacionada
em termos de atividade enzimatica.?®

Quando um inibidor € introduzido no meio reacional, ele pode se coordenar
com o composto intermediario (I), o que acarreta em decréscimo da atividade
enzimatica e consequente decréscimo no sinal de corrente. Para esse caso, a
inibicao é do tipo incompetitiva.?®

Yulaeva e colaboradores® desenvolveram um biossensor potenciométrico

a base da enzima peroxidase para detecgcdo de simazina em alimentos. Este
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biossensor foi baseado na quantificagdo direta de H,O,, cuja concentragao diminui

como consequéncia de inibicdo competitiva da enzima pelo pesticida.

1.3.3. Fontes naturais de POD: Acai (Euterpe oleraceae
Mart)

O acaizeiro (Euterpe oleraceae Mart)’’ é uma palmeira de ampla
distribuicdo na Amazénia. Seu fruto o agai (Figura 4) constitui um produto de grande
relevancia socio-ambiental e econdmico para a regido norte do Brasil. Explorado
principalmente de forma extrativista, dadas as grandes populagcdes da espécie na
floresta, predomina nos estados do Amapa e Para. Rico em enzimas, antocianinas e
gordura € muito consumido na regidao Amazoénica. Entretanto, um dos grandes
problemas do consumo do acai € sua alta perecibilidade, devido a presenca de
certas enzimas presentes no fruto.”® Desta forma, o suco, mesmo refrigerado,
apresenta um tempo de conservagdo maximo de 24 horas. Alteragbes ocorrem
devido a agao de microrganismos € em fungado de enzimas presentes no acai, dentre
essas, as peroxidases e polifenoloxidases, que participam de reagdes oxidativas
alterando as caracteristicas sensoriais, originando off-flavors, degradagdo na cor e

na qualidade nutricional®.

Figura 4. Fruto do agaizeiro: agai. Fonte: Kjnutricional Wordpress.29
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Segundo o Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA), por meio da
Instrucdo Normativa n.° 12, de 10 de setembro de 1999, que estipula o Padrao de
Identidade e Qualidade (PIQ) para o acgai, os produtos obtidos do fruto sao
classificados de acordo com a adigdo ou ndo de agua e seus quantitativos (% de
soélidos totais), em: (i) polpa de acai (polpa extraida sem adicdo de agua e sem
filtrac&o); (ii) acai grosso, especial ou tipo A (polpa extraida com adi¢cao de agua e
filtracdo, apresentando sdlidos totais acima de 14% e uma aparéncia muito densa);
(iii) acai médio, regular ou tipo B (polpa extraida com adicdo de agua e filtragao,
apresentando sélidos totais entre 11 e 14% e uma aparéncia densa); e (iv) agai
fino, popular ou tipo C (polpa extraida com adigao de agua e filtragao, apresentando

sélidos totais entre 8 e 11% e uma aparéncia pouco densa)e’o.

1.3.4. Processo de imobilizacao de enzimas na construgao

de biossensores

Um processo de imobilizagédo eficiente de enzimas consistira em fixar ou
ligar este catalisador biolégico em um determinado suporte sem perda consideravel
de sua acdo catalitica'®. As caracteristicas apresentadas pelas enzimas depois de
imobilizadas dependem principalmente da escolha apropriada do suporte e dos
reagentes utilizados no processo de imobilizagdo, visando manter a integridade do
sitio ativo da enzima®'. Existem varios métodos que utilizam diferentes suportes,
diversos agentes reticulantes ou ativadores para imobilizagdo de enzimas.*

Diversos procedimentos tém sido empregados na construgéo de biossensores
enzimaticos, sendo que todos podem ser encaixados na classificagdo geral dos
procedimentos de imobilizagdo de material biolégico esquematizados na Figura 5,
sendo: (a) adsorgéao; (b) encapsulagao; (c) ligagao covalente, e (d) ligagao covalente
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cruzada (crosslinking). A descricdo de cada um deles esta amplamente discutido na

literatura.32~3*

vl étodos para Imobilizacdo de Enzimas
| Confinamento | - =
' igagio
L Cruzada
w ,—“\
(52 W EN
CNe /

| Em Microcdpsulas

L

L | Adsorgio Fisica |

Ligagio Covwvalente |

Adsorgio [dnica |

Figura 5. Diagrama esquematico dos métodos de imobilizagao de enzimas mais empregados

na construgao de biossensores.*

1.4. Polimeros Biomiméticos ou Molecularmente
Impressos: MIP  (molecularly  imprinting

polymers)

Em linhas gerais os MIP sao obtidos por polimerizagdo na presenga de uma
molécula molde a ser impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico é formado
ao redor do futuro analito ou de uma molécula com estrutura analoga® Apos a
polimerizagdo, a molécula que foi impressa € removida por dissolugdo ou
evaporagao (quando séo analitos volateis), revelando sitios de ligagao (cavidades)

que sao complementares em forma e tamanho do analito de interesse.*
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Com esta estratégia, o resultado € uma “memadria” molecular no polimero,
que é apropriada para que ocorra um processo de inclusdo reversivel e um
enriquecimento seletivo do analito. Devido aos sitios de ligacdo dos MIP, que
apresentam afinidades e seletividades aproximadas aos dos sistemas anticorpo-

antigeno, estes materiais sdo designados como polimeros biomiméticos.*®

1.4.1. Sintese de polimeros de impressao molecular

O principio da impressao molecular é baseado em trés etapas principais:
(i) O primeiro passo para realizar a sintese dos MIP é a pré-polimerizagdo que
consiste na escolha do monémero funcional mais adequado para o analito em
estudo, para permitir a formacdo de um complexo estavel “mondémero funcional —
template”. Para isto, o analito (template) deve apresentar em sua estrutura molecular
grupos funcionais capazes de interagir com esses monémeros. Devido a que a
interagdo € realizada por um processo em equilibrio, quantidades superiores do
mondmero funcional em relagdo ao analito devem ser empregadas com o intuito de
deslocar o equilibrio para a formacdo do complexo e desta forma, permitir a
formacao de maior quantidade de sitios especificos de reconhecimento.®**’

A interagcdo do analito e monémero pode ser por meio de ligagéo covalente
ou nao covalente (Figura 6). Na ligacdo nao covalente a interagdo pode ser por
ligacbes de hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo, interacdo ibnica, transferéncia de

carga ou por interagao hidrofobica.®
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Figura6. Principios da Impressao Molecular. (A) impressdo nao covalente. (B) impresséao

covalente/semi-covalente. Fonte: Hayes e Davidson, 2002.%°

A Tabela 2 apresenta alguns monémeros funcionais usados na sintese de

MIP3® repostados na literatura para diversos analitos.
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Tabela 2. Monémeros comumente usados no preparo de MIP.

Mondémero funcional

Estrutura quimica

Acido acrilico

Acido meta-acrilico

Acido p-vinilbenzoico

Acido acrilamidossulfénico

Amino-metacrilaminada

4-Vinilpiridina

2-Vinilpiridina

4-Vinilimidazol

1-Vinilimidazol

Acrilamida

= A
B

F N
| _

N =
NH

N=/
AN/Q\
N

—
/ NHQ

0
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(i) No segundo passo inicia-se a polimerizagdo na presengca de um
reagente de ligagao cruzada, este reagente na sintese de um MIP é responsavel

pela estabilidade mecanica da matriz polimérica, e pela textura do material.*°

Na Figura 7 se apresentam os reagentes de ligacdo cruzada mais

utilizados na sintese de MIP.

(d) (e) (f)
AN S\, 4 AN NN A
; (/ e ?N\_/N /T HTOK\
(2) (h) (1)
O 0
Of’ L 0 P % fL
0 o\é Kw )\go\%/
j\ 0] o
() (D (m)

Figura 7. Exemplos de estrutura quimica de reagentes de ligagdo cruzada. (a) etileno glicol
dimetacrilato (EDGMA); (b) tetrametileno dimetacrilato (TDMA); (c) p-divinilbenzeno
(DVB); (d) 1,3-diisopropenil benzeno (DIP); (e) N,O-bis-acriloil-L-fenilalaninol; (f) 2,6-
bis-acriloilamidopiridina; (g) 1,4-fenilenodiacrilamina; (h) 1,4-diacrilol; (i) N,N’'-
metileno bis-acrilamida; (j) anidroeritrotol dimetacrilato; (I) iso-propileno-bis-(1,4-
fenileno) dimetacrilato; (m) trimetilpropanotrimetacrilato (TRIM).
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Para que se inicie a reagao de polimerizagdao do reagente de ligagao cruzada
em torno do complexo “template-monémero funcional” € necessario acrescentar um
iniciador radicalar (Figura 8) ao meio. Este iniciador radicalar é responsavel pela
geragao de radicais livres, que sao responsaveis pelo inicio da polimerizacéo, a
formacao de radicais é induzida com aquecimento e/ou radiagcdo UV. O agente
radicalar mais utilizado na sintese dos MIP é o 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN),

mas outros também podem ser utilizados.*'

CN TH_} CH; OMe 0
N=N &

0 0 ‘ ‘
0—-0 HO N=N P

‘N OH

Figura 8. Estruturas moleculares dos iniciadores radicalares empregados na sintese de MIP,
(@) 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN); (b) azo-bis-dimetilvaléronitrila (ABDV);
(c) dimetilacetal de benzila; (d) peroxido de benzoila (BPO) e (e) acido 4,4’-azo-bis (4-

ciano pentaendico).

(ilf) Na terceira etapa o polimero resultante € moido (se necessario),
peneirado e submetido a uma lavagem com solvente para extracdo do analito,
obtendo-se assim o polimero de impressdo molecular*’. Durante o processo de
quebra e trituragcdo do polimero, alguns sitios seletivos formados sao parcialmente

destruidos, o que diminui a capacidade seletiva de retengdo do polimero.*
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O solvente € um parametro importante na sintese de MIP que tem como
finalidade solubilizar os reagentes da sintese, além de contribuir na formagao
adequada de poros e, por essa razdo, eles sao conhecidos de solventes
porogénicos.35 O aumento do volume do solvente porogénico aumenta a area
superficial do polimero.®®

A sintese dos MIP é realizada convencionalmente pelo método conhecido
por polimerizagao em “bulk”, onde a reacédo € realizada em sistema homogéneo.
Esta reacdo se inicia com a formagao do complexo “template-monémero funcional”
em presenca do solvente porogénico, logo sdo adicionados o reagente de ligagao
cruzada e iniciador radicalar. A reagao ocorre na auséncia de oxigénio sob fluxo de
N2 ou Ar e induzida com aquecimento e/ou radiagdo UV em frascos selados. O
oxigénio deve ser eliminado do meio reacional, pois retarda a reacdo de
polimerizac&o radicalar.®

As sinteses dos MIP podem ser realizadas por outras metodologias como
métodos de polimerizacdo heterogénea. Ao contrario do método de polimerizagao
em “bulk”, cuja sintese € realizada em sistema homogéneo, a maioria dos novos
métodos de preparo contemplam reagdes em sistemas heterogéneos, incluindo a
polimerizac&o por suspens&o*’, por precipitagcéo®? e por expansdo em multi-etapas.*?

Outros métodos de preparo dos MIP contemplam reacdes de polimerizagao

)43415

dentro de poros de solidos (silica e resinas e reacbes de polimerizacdo sobre

superficie modificada de suporte solido.*®
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1.4.1.1. EMPREGO DOS MIP COMO MATERIAIS SORVENTES

A extracao em fase solida (SPE) € um método amplamente empregado na
extracédo e concentragao de analitos, quando os mesmos estao presentes em baixos
niveis de concentragdo, na remogdao de compostos interferentes em matrizes
complexas e na mudanga do meio de solubilizagdo de um analito antes de sua
analise cromatografica.*’

Os sorventes utilizados na SPE podem apresentam baixa seletividade em
uma matriz complexa, pois neste caso, substéncias interferentes de polaridade
similar ao analito podem ser retidas e concentradas.*'*#"4®

O emprego de MIP como material adsorvente na técnica de extragcdo em
fase sdlida recebe a designacdo de extracdo em fase solida com impresséo
molecular  (Molecular Imprinting Solid-Phase  Extraction, MISPE).®**° Um
procedimento de SPE consiste na percolacdo da amostra no material sorvente
disposto em cartuchos, onde a espécie de interesse fica retida seletivamente quando
do uso do MIP. Em seguida, ao se empregar amostras complexas, faz-se necessario
efetuar uma etapa de limpeza com um solvente adequado, no intuito de extrair as
espécies interferentes ligadas ao polimero por interagdes nao especificas. Nesta
etapa, a espécie de interesse ndao deve ser co-eluida. A etapa final é efetuada

50,51,52,53 Nestes

mediante a eluicdo do analito na auséncia dos interferentes
procedimentos, etapas de "clean up" e de pré-concentragdao sao, quando possivel,
executadas simultaneamente, o que confere também aos MIP caracteristicas de
materiais pré-concentradores. Na Figura 9 se apresentam as principais etapas

empregadas na extragdo em fase sdlida.*" %"
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Figura 9. Principais etapas empregadas na Extragcao em Fase Sélida (SPE).54

Para avaliar o desempenho dos MIP em técnicas de separacdo deve-se
considerar duas caracteristicas importantes: (i) a capacidade seletiva do MIP na
presenga de concomitantes; e (ii) o efeito de impressdo do MIP para uma molécula
molde (template) em relagdo a um polimero n&do impresso, conhecido como NIP
("Non-imprinted polymer")°".

A quantidade de adsorgao (Q, mmol g') é calculado com base na diferenca
de concentragao hexazinona antes e depois da adsorgdo em um volume constante

de metanol e um peso constante do MIP ou NIP, de acordo com a seguinte equagao

1:

GOV
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Onde C, é a concentragao inicial do analito (mmol L), C é a concentragdo apos a
absorgcado, V é o volume da solugao (mL), e M é o peso de MIP ou NIP (g). A
quantidade de adsorgdo aumenta com o aumento da concentragado do analito, o que

representa a saturagao de cavidades de ligagao ativos do polimero.

1.5. Fundamentacao das estratégias adotadas

neste trabalho

1.5.1. Eletroatividade das triazinas

A maior parte dos trabalhos envolvendo determinagéo eletroanalitica das
triazinas relatam a deteccéo utilizando eletrodos de mercurio. Como reportado, as
triazinas apresentam um ou mais picos referentes a redugcdo das formas mono- e
diprotonadas, picos estes que podem ser utilizados para determinacao
eletroanalitica de triazinas em diferentes amostras.>>°

Privman e Zuman,”® pesquisaram a reducdo da hexazinona por
polarografia de pulso diferencial e mencionam o aparecimento de dois processos de
reducio correspondente a transferéncia de dois elétrons de uma molécula que tem

um unico grupo eletroativo (C=N), tal como representado na Figura 10 (reacdes 5 a

9).
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Figura 10. Mecanismo de redugao da Hexazinona.

(9)
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1.5.2. Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos sobrepostos
a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de trabalho. A
diferenca entre as correntes no final e no inicio do pulso faz com que a contribuicéo
da corrente capacitiva seja minimizada. Como anteriormente indicado, a corrente é
medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (S1) e outra ao final do pulso
(S2). A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenca
das correntes é plotada versus o potencial aplicado®’ tal como se observa na Figura
11. Esta diferenga de corrente em fungdo do potencial de pulso fornece graficos na
forma de picos nos quais parametros como amplitude da modulagdo conhecido
como amplitude de pulso (AE) e largura do pulso (1) sdo parametros que devem se

devidamente otimizados.

E de pulso

Amostragem de
corrente

Amplitude de

© .- | modulaggo
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O}
']
O
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Figura 11. Representa¢ao da voltametria de pulso diferencial.”’
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Na voltametria de redissolugéo, uma reagao eletroquimica entre o analito com
o eletrodo de trabalho deve ocorrer antes da varredura e aquisigao de sinal inicial.
Devido a esse procedimento, o analito pode ser pré-concentrado no eletrodo de
trabalho. Como consequéncia, um aumento da magnitude da corrente medida é
obtido, com diminuigao significativa dos limites de deteccéo alcangados para estas
espécies quimicas. A pré-concentragcdo do analito na superficie do eletrodo ocorre
sob aplicagédo de um potencial controlado durante um tempo determinado, e em
condi¢cbes hidrodindmicas (transporte de massa) controladas e reprodutiveis. Apos
esta etapa de pré-concentragao, € feita uma varredura de potencial no qual o analito
é redissolvido (stripping) para a solugdo. A analise voltamétrica por redissolugéo
possui duas variantes, a catodica e a anddica, a qual é aplicada dependendo das
caracteristicas eletroquimicas da espécie a ser analisada.’”*®

Gholivand e colaboradores® desenvolveram um sensor a base de pasta de
carbono modificado com polimero de impressao molecular, para determinagdo do
herbicida cianizina em alimentos, eles usaram a técnica eletroanalitica de pulso
diferencial com redissolugado catddica e encontraram um limite de deteccdo e
quantificacéo de 3,9 x10° e 1,1 x10” respectivamente, mostrando que a técnica foi
sensivel para a determinacao deste pesticida.

Yulaeva e colaboradores?® utilizaram um biossensor potenciométrico com
enzima peroxidase para detecgdo de simazina em alimentos. Este biossensor foi
baseado na detecgdo potenciométrica da agua oxigenada gerada pela reagédo da
enzima peroxidase com o substrato, que € inibida apds a reacdo competitiva com o
pesticida. O mecanismo de resposta do biossensor € fungcdo da reagao competitiva
entre a simazina e o substrato pelos sitios ativos da enzima diminuindo, assim, a

formacdo do produto da reacdo entre substrato e enzima. Neste trabalho, a
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superficie que apresentou melhor eficiéncia como suporte para o biossensor foi o
ouro.

Moccelini®® desenvolveu biossensores com monocamadas auto-organizadas
de tidis para determinagdo do agrotdxico tiodicarbe, nesse estudo a enzima
peroxidase foi extraida dos brotos de feijao, e sua agado catalitica foi verificada
através da oxidacdo da dopamina. A quantificagdo do tiodicarbe foi determinada
através da inibicdo enzimatica, usando a técnica eletroanalitica de onda quadrada.

Zeraik e colaboradores®' desenvolveram um procedimento de purificagao de
peroxidase de batata doce e um spot test para determinacdo qualitativa de
peroxidase nas fracdes eluidas de uma coluna cromatografica por exclusao
molecular contendo Sephadex G-100. Ao final do processo de pré-purificagao,
obtiveram um fator de purificagcado dessa enzima de 8,57 vezes.

Com base do fundamento tedrico aqui apresentado, este trabalho apresenta o
desenvolvimento de sensores para a determinacdo do herbicida hexazinona,

visando obter sensores com alta detectabilidade e seletividade.

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver sensores eletroquimicos com alta

detectabilidade e seletividade para a determinagao do herbicida hexazinona.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Especificos:

Desenvolver, otimizar e aplicar um sensor biomimético a base de polimero
de impressao molecular. Para tal, a sintese de obtencdo do MIP devera ser
otimizada através de simulagbes tedricas para encontrar o mondmero
funcional mais adequado para a sintese do MIP. O material obtido sera
adequadamente otimizado, através da caracterizagdo do polimero usando
diversas técnicas como MEV, FTIR, estudos de porosidade e experimentos
de afinidade. E a seguir, usado na construgdo de sensor para deteccdo
direta de HXZ, para o qual deverao ser otimizadas as variaveis analiticas e

de construcio do sensor.

Desenvolver e otimizar biossensores a base da enzima peroxidase extraida
de licor de acai. Para isto, sera otimizado um processo inédito da extracao
e purificacdo da enzima POD do extrato de agai do tipo A, e a seguir sera
avaliada a atividade enzimatica da enzima no extrato purificado. Uma vez
obtido o extrato ja caracterizado, serdo construidos biossensores
imobilizando esse extrato, e otimizando o tipo de eletrodo, o tipo de
imobilizacdo, o tipo de substrato enzimatico, e as condicdes de analise
para obter a melhor reesposta para HXZ através do processo de inibicao

enzimatica.
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CAPITULO 2
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2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Aparelhagem e instrumentacao basica

As medidas de volume foram efetuadas com micropipetas Eppendorf® (10
— 100 pL) e (100 — 1000 pL). A vidraria utilizada no preparo das solugdes foi de grau
A e as pesagens foram realizadas em balanca analitica (Mettler-Toledo®) que possui
calibragédo externa e tara automatica, possibilitando pesagens rapidas e precisas.

O pH das solucdes tampao foi medido com pH-metro da Thermo Scientific®
(Orion 3 Star pH, Benchtop — USA) empregando um eletrodo de vidro combinado.

As vidrarias empregadas neste trabalho foram previamente lavadas com
uma solugédo de HCI 10% (v/v) por 24 h e posteriormente enxaguadas com agua
deionizada (> 18,2 MQ cm™) obtida de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore®,

Bedford, USA).

2.2. Reagentes e solugoes

Os reagentes usados para este trabalho foram de grau analitico e as
solugbes aquosas foram preparadas com agua deionizada obtida do sistema
descrito em 2.1.

No desenvolvimento do trabalho foram utilizados os agrotoxicos atrazina,
s-atrazina, simazina e hexazinona (HXZ); como mondémeros funcionais (MF) foram
usados o acido acrilico (AC), acido metacrilico (AMA), acrilamida (AA) e 2-

vinilpiridina (2VP), agente de ligacao cruzada etileno glicol dimetacrilato (EGDMA), e
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como iniciador radical 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN, 98% sigma), todos da
Sigma-Aldrich®. Os solventes usados foram tolueno, dimetilsulféxido (DMSO),
diclorometano e acido acético da Tedia® (Rio de Janeiro, Brasil); metanol,
acetonitrila, tolueno, cloroférmio e a dimetilformamida (DMF) da VETEC®. Para a
elaboragao do biossensor de tecido vegetal da polpa de acai, foram utilizados, os
solventes acetona, etanol, os reagentes foram: dihidrogénio fosfato de potassio
(KH2PO4), o acetato de sodio, peroxido de hidrogénio, acido sulfurico, acido
cloridrico e o hidréxido de sdédio foram da Synth®; acido fosforico da Mallincrodt®
Azul Brilhante de Coomassie G-250 (Vetec), gel Sephadex G-100, solugdo de
guaiacol, polivinilpirrolidona (PVP), BSA (Albumina bobina) também foram usados

6leo mineral; grafite em po, glutaraldeido (25% m/v); e cistamina.

2.3. Preparo das solugoes utilizadas

2.3.1. Solugao estoque da Hexazinona (HXZ)

Para o biossensor do agai a solugao estoque do analito foi preparada pela
dissolugdo de 3,0 mg de HXZ em 5 mL de solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
6,0), esta mistura foi submetida a agitagdo até total solubilizagdo, a solugao
resultante foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 10,0 mL
tendo seu volume completado com a mesma solugdo tampao. Obtendo-se solugéo
de concentragdo na faixa de 1,0 x 10 mol L™.

Para o sensor biomimético e para avaliar a capacidade de adsor¢ao do MIP
as solugdes de estoque do analito foram preparadas em dimetilformamida e metanal,

respectivamente.
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2.3.2. Solugao tampao fostato pH 6,0

Preparada pela dissolucao do KH,PO,4 e K;HPO,4 em agua destilada fim de
obter uma solucdo 0,10 mol L', o preparo dessa solucdo foi através do

recomendado pela tabela de Gomori.

2.3.3. Solugio de guaiacol 0,4 mol L

A solugdo de guaiacol em concentragdao de 0,4 mol L™, utilizada para
determinacao da atividade da enzima peroxidase (POD), foi preparada a partir da
diluicdo de 4,97 g deste reagente (Merck; p = 1,1287 g L™ 98% v/v) em 100,0 mL de

agua deionizada contendo 0,1% (v/v) de etanol.

2.3.4. Solugao de peréxido de hidrogénio

A solugao de perdxido de hidrogénio para a determinagao da atividade da
peroxidase, foi preparada a partir da diluicdo de 1,0 mL de solugao concentrada de
peroxido de hidrogénio (Reagen®, 31% m/m) em 8,0 mL de solugdo tamp&o fosfato
pH 7, e a seguir foi feita a dosagem da concentragao real no espectrofotdmetro a
230 nm, usando como coeficiente de extingdo molar o valor 80 L mol” cm™ e

caminho optico de 1 cm.
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2.3.5. Solucao de azul brilhante de Coomassie

A solugdo de azul brilhante de Coomassie G-250 (Vetec®) utilizada na
determinacdo de proteinas totais pelo método de Bradford®®, foi preparada a partir
da solubilizacdo de 50,0 mg deste reagente em 50 mL de &cido fosférico (Synth®) e

posterior diluigdo desta solu¢do em 500,0 mL de agua deionizada.

2.3.6. Preparo do gel Sephadex G-100 (30 a 80 kD)

O gel Sephadex® G-100 (30 a 80 kD) empregado na coluna
cromatografica foi preparado da seguinte forma: a 35 g de Sephadex G-100 foram
adicionados 700 mL de solugdo tamp3o fosfato 0,01 mol L (pH 6,0) preparados
com agua destilada deareada. Depois de homogeneizada, a mistura foi mantida em
repouso por 12 h para estabilizagdo do gel formado. Uma coluna de vidro (70 x 2,5
cm) foi entdo preenchida com 500 mL do gel de Sephadex, sendo utilizado algodao
e gaze, na extremidade inferior da coluna, para controlar o fluxo e reter o gel na

coluna.

2.3.7. Solugcao dos agrotdoxicos usados no estudo de

interferentes

Para o estudo da seletividade foi pesada uma massa equivalente a
quantidade necessaria para preparar solugbes com concentragido na faixa de (1,0 x

102 a 1,0 x 10° mol L") de cada um dos agrotdxicos.
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2.3.8. Obtencao e preparagao das amostras ambientais

Foram coletadas amostras de agua utilizadas na irrigacdo de plantagao
de cana oriunda de um sitio localizado na cidade de Araraquara no Estado de Séao
Paulo, as amostras foram enriquecida com HXZ na faixa de concentragao de 1,0 x
10"7a1,0x10°molL" e a seguir, analisadas pelo sensor biomimético proposto para

posterior calculo da porcentagem de recuperagao.

24. Extracao da peroxidase da polpa de acai e

purificacao parcial

O acai (Euterpe oleraceae Mart)?® foi proveniente do estado do Para e
obtido em supermercado local da cidade de Belém — PA. Uma massa de 20 g da
polpa de acai foi homogeneizada por 5 min em um liquidificador com 60 mL de
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), contendo 2,0 g de PVP. Em seguida, o
homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 18000 rpm
durante 15 min, a 4 °C. O filtrado obtido foi armazenado em frasco dmbar a 4 °C, até

seu uso. Obtendo-se assim o extrato concentrado.
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2.4.1. Purificagao parcial da POD - Cromatografia por

exclusao molecular em gel Sephadex G-100

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento de purificagcdo de
peroxidase da polpa de acai, para determinagcdo qualitativa da peroxidase nas
fracdes eluidas de uma coluna cromatografica contendo Sephadex G-100.

Os extratos brutos de agai foram submetidos a cromatografia em coluna
de gel Sephadex G-100 (46 x 1,2 cm), previamente equilibrada com solugao tampao
fosfato de sodio 0,05 mol L™, pH 7,0. As amostras foram eluidas com o mesmo
tampao, coletando-se fragdes de 2,0 mL por cada tubo de ensaio. Os eluatos foram
monitorados por espectroscopia de UV/VIS, com leitura da absorbancia em 280 nm
para deteccido de proteinas e 470 nm para determinacédo da cinética enzimatica da
peroxidase. Antes da eluicdo da amostra o perfil de eluicao da coluna cromatografica
foi checado com a eluicdo do padréo blue dextran com leituras a 620 nm.

Foram feitos ensaios preliminares com diferentes diluigbes do extrato
bruto, foi escolhida a diluicdo 1/10 por que deu uma boa separagao dos picos
gquando monitorados por espectroscopia de UV/VIS, com leitura da absorbancia em
280 nm para deteccdo de proteina. A amostra enzimatica foi preparada realizando
uma diluicdo de 1/10 do extrato concentrado, e 2,5 mL dessa diluicao foi aplicada e
eluida em coluna Sephadex G-100 (28 x 0,8 cm), previamente equilibrada com
tampéao fosfato 0,05 mol L™ (pH 7,0), coletando-se automaticamente 95 fracdes de
2,0 mL por tubo de ensaio. Os eluatos foram seguidos através de leituras da
absorbancia a 280 nm no espectrofotbmetro UV/VIS com detector de arranjo de

diodos Modelo HP 5452 A, acoplado a uma “Chem Station”, para determinagao de
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picos de proteinas. Os tubos contendo proteinas foram analisados quanto a

atividade enzimatica.

2.4.2 Analise qualitativa para deteccao de peroxidase e

polifenoloxidase

Para o teste qualitativo da presenga de POD nas fragdes do extrato bruto
de agai eluidas na coluna Sephadex G-100, foram utilizados solugao de guaiacol 0,1
mol L e peréxido de hidrogénio (H,02) 5 mmol L™ em etanol 0,1% (v/v). Para
detectar a polifenoloxidase foi utilizado catecol 0,1 mol L' como substrato da
enzima. As amostras foram incubadas por 40 minutos para acompanhamento da
reacao enzimatica a cada 5 minutos, até a formacao ou nao de coloracdo no tubo.
Para ambos os testes foram feitos controles negativos. O aparecimento de uma
coloragcdao marrom avermelhada indicou a presenca da enzima peroxidase. Nessas
fracbes a seguir foi monitorada a presenca de proteinas por espectrofotometria no

comprimento de onda de 280 nm.

2.4.3. Determinacao das constantes cinéticas Kyy € Vmax

para a POD extraida de agai

Para a obtencdo das constantes cinéticas Kyuy € Vmax da enzima POD
extraida do acai, foi monitorada a cinética da reacdo em diferentes concentragdes
de substrato guaicol obtendo-se assim os valores da velocidade inicial (vo) em
funcdo de cada concentracdo do substrato estudada. Através do grafico de duplo

reciproco de Linerweaver—Burk foram determinadas as referidas constantes.
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2.4.4. Determinacao da Atividade Enzimatica

O calculo da atividade da enzima peroxidase nos extratos de acgai
baseou-se no método de Khan e Robinson.®® Para isto, em uma aliquota de 1,1 mL
de solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7) foram adicionados 0,8 mL de guaiacol
0,04 mol L™ e 50 pL do extrato enzimatico proveniente da pré-purificacdo apds a
homogeneizagdo dessa solugdo, adicionaram-se a seguir 15 pL de perdxido de
hidrogénio 0,005 mol L™". O aumento da absorbancia a 470 nm, tendo o guaiacol
como substrato, nas condigdes de ensaio previamente determinadas foi monitorado
durante 2 minutos de reacgéo a 25 °C, contra um branco, no qual a solugdo de H,0,
foi substituida pelo tampé&o.

A determinacdo da atividade enzimatica da POD (UA mL") nas fracdes
purificadas do extrato bruto de acai foram feitas em ftriplicatas, utilizando-se
amostras do extrato enzimatico diluido, calculadas pela adaptacdo do método a
partir dos principios adotados por Clemente e colaboradores® onde uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima que provoca um aumento na
absorbancia de 0,001 unidades por minuto, tendo o guaiacol como doador de
elétrons. As leituras de absorbancias foram realizadas a 470 nm, nas condicdes de

ensaios previamente determinadas.
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2.5. Simulacao computacional empregada na
escolha do monémero funcional para sintese

do MIP para hexazinona

Para a obtencédo de MIP altamente seletivos, é reconhecido que a interagéo
entre o monémero funcional e o template € um dos fatores cruciais na sintese
satisfatéria destes materiais.®*®’ Desta forma, as simulacdes computacionais
realizadas focaram-se na obtenc¢do da informagao que indicasse a maior afinidade
entre o agrotdoxico e diversos mondmeros comercialmente disponiveis e que séo
comumente empregados na sintese de MIP para diferentes analitos. Para isto, foram
empregados os seguintes programas:®**®® 1) HyperChem® 8.0.5: utilizado para
modelagem das moléculas a serem utilizadas na sintese dos MIPs. 2) OpenEye®
(pacote de softwares) contendo os programas: A) VIDA 3.0.0: Utilizados para
visualizar as moléculas modeladas para conferir possiveis erros de ligacdes entre
atomos. B) Omega2: Gera diversos conférmeros das moléculas, o que torna possivel
levar em consideragao possiveis impedimentos espaciais. Por padrédo, sdo gerados
10 conférmeros de cada pesticida, sendo escolhidos 03 deles ao acaso para realizar
os testes simulatorios. C) Szybki 1.2.2: Programa que leva a molécula até seu
estado de menor energia e, portando, mais estavel. 3) Autolt 3.3.6.0: Aplicativo que
utiliza linhas de comandos (scripts) para automatizar processos repetitivos durante a
modelagem molecular, eliminando erros humanos durante os procedimentos.
4) Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital
PACkage) 2009: Utilizado para realizar as simulagbes propriamente ditas. Este
programa faz a aproximagéo dos monémeros com a molécula que sera usada como

molde calculando a energia liberada, resultando assim a afinidade entre os mesmos.
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MOPAC ¢é um utilitario que emprega quimica quantica semi-empirica para os

calculos de aproximacao.

Assim, foram avaliados os 20 monémeros mostrados na Tabela 3 os quais

foram nomeados de MP1 a MP20 para fins de simplicidade de analise dos

resultados.

Tabela 3. Monémeros comumente usados na sintese de MIPs e escolhidos para realizar as

simulagées computacionais.

Sigla

Monoémero

MP1

MP2

MP3

MP4

MP5

MP6

MP7

MP8

MP9

MP10

MP11

MP12

MP13

MP14

MP16

MP17

MP18

MP19

MP20

bis-acrilamida de N,N-metileno
Acido imidazol-4-acrilico
Etil éster de imidazol-4-acrilico
Acido acrilico
Acrilamida (AA)
Acroleina
Alilamina
Acrilonitrila
Etileno glicol dimetacrilato
2-(cianoetilamino)etilmetacrilato
Acido metilenosuccinico
Acido metacrilico (AMA)
3-divinilbenzeno
4-divinilbenzeno
1-vinilimidazol
2-vinilpiridina (2-VP)
4-vinilpiridina
Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico

2-hidroxietil metacrilato
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2.6. Sinteses dos MIP

Os MIP para o herbicida hexazinona, foram sintetizados de acordo com o
trabalho de Turner onde as interacdes entre analito e o monémero funcional (MP)
foram de natureza ndo-covalente. Para a sintese por bulk empregou-se um tubo de
ensaio de 10 mL de capacidade, no qual foram adicionados o solvente porogénico, o
analito e o mondmero funcional. A solugao foi entdo homogeneizada por 10 minutos
para permitir a interacdo entre o MP e o analito. Posteriormente, adicionou-se o
agente de ligacdo cruzada (EGDMA) e o iniciador radical (AIBN). Antes do
aquecimento o tubo de reagao foi purgado com nitrogénio por 5 min. Essa etapa foi
necessaria para promover a eliminagdo de oxigénio uma vez que 0 mesmo causa
problemas devido & formacdo de radicais livres que inibem a polimerizagdo.®®
Terminada a etapa, o frasco reacional foi selado e colocado em um banho
termostatizado a 60 °C. A temperatura favoreceu a reacao que se processou por um
periodo de 24 h. Apds a completa polimerizagdo, os tubos de ensaio foram
quebrados e os polimeros triturados mecanicamente empregando um almofariz e
pistilo. Fez-se uma sele¢do do tamanho das particulas empregando-se uma peneira
de 100 mm de malha. A remogdo do analito bem como dos reagentes
remanescentes da sintese foram feitas através de extrator soxhlet com solugcdo de
metano/acido acético 9:1 (v/v) por intervalo de 48 h. Por fim, os polimeros foram
secos a 60 °C e estocados a temperatura ambiente.

Outro polimero a base de monémero funcional foi também sintetizado para
ser empregado como controle. A sintese deste polimero seguiu 0 mesmo

procedimento anterior, mas sem adicdo do analito, obtendo-se o respectivo NIP
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(non-imprinted polymer). Foi realizada também a sintese do MIP para hexazinona
usando radiagao UV.

Para a sintese por precipitagdo empregou-se tubos de ensaio de 30 mL de
capacidade, a metodologia € anadloga a polimerizagao em bulk, a diferengca é que
nesta sintese utiliza-se excesso de solvente, obtendo-se assim uma mistura mais
diluida, como consequéncia, as cadeias poliméricas em formagao nao sao capazes
de ocupar o volume total do solvente, produzindo uma dispersdo de particulas
esféricas na solugéo.

A seguir na Tabela 4 sdo apresentadas as quantidades dos reagentes e os
métodos de sintese empregados para obtengdo dos MIP avaliados nesta Tese.
Conforme apresentado na Tabela 4, a sintese dos polimeros foi feita empregando-se
a relagdo molar entre a molécula molde e o monémero funcional de 1:4. Este
excesso de monémero tem como objetivo garantir que o mesmo possa interagir com
todos os sitios disponiveis da molécula molde (template), favorecendo a formagéo
das cavidades impressas. Além disso, as interagcdes formadas pela molécula molde
e o mondémero funcional sdo responsaveis pela formagdo de um complexo pré-

62,64

polimérico, que ocorre durante a reacdo de polimerizagao, conforme mostra a

Figura 12.
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Figura 12. Representagao esquematica do processo de formagao do MIP.

Tabela 4. Quantidade de reagentes e métodos empregados na sintese dos polimeros para

0,1 mmol de hexazinona.

Solvente Reagente de
Mondémero Iniciador
Polimero porogénico, ligagao Forma de
Funcional radicalar
MIP volume e cruzada polimerizagao
(mmol) (mmol)
polimerizagao (mmol)
_ Aquecimento em
Diclorometano, 10
MIP5 AA (0,4) EGDMA (2,0) | AIBN (0,1) | banho de agua
mL, bulk o
60 °C
Diclorometano, 10 Aquecimento
MIP 5 mL, bulk e AA (0,4) EGDMA (2,0) | AIBN (0,1) lampada UV
20 mL, precipitagéo (366 nm, 20 W)
Tolueno, 10 mL, Aquecimento em
MIP 12 bulk e 20 mL AMA (0,4) EGDMA (2,0) | AIBN (0,1) | banho de agua
precipitacdo 60 °C
Tolueno, 10 mL, Aquecimento em
MIP 17 bulk e 20 mL 2-VP (0,4) EGDMA (2,0) | AIBN (0,1) | banho de agua
precipitagdo 70°C

AMA: acido metacrilico, AA: Acrilamida, 2-VP: 2-Vinilpiridina, EGDMA: etileno

AIBN: 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila. MIP codificagdo do polimero obtido.

glicoldimetacrilato,
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O agente de ligagao cruzada, o etilenoglicoldimetacrilato (EGDMA) Figura
7, apresenta duas unidades vinilicas. Estes grupos vinilicos sao reativos frente a
radicais livres, cations ou anions e formam espécies de transicdo que podem ser
adicionadas a duplas ligagdes. Tal processo gera um novo centro ativo e a repeticao
sucessiva do mesmo permite a formagao do poll’mero.37

Assim, o EGDMA atua como um mondmero estrutural uma vez que ele cria
uma estrutura polimérica tridimensional que preserva os grupos do mondémero
funcional em uma posicao fixa e complementar a molécula molde, garantindo rigidez
e estabilidade aos sitios de ligacdo, por isto, o EGDMA deve ser utilizado em
excesso em relacdo a quantidade de mondémero funcional, a fim de que a
estabilidade mecanica do material seja garantida.36 Com base nisto, foi utilizada a
relagdo molar entre a molécula molde:monémero funcional:monémero estrutural de
1:4:20, uma vez que a mesma tem sido rotineiramente empregada em impressao
molecular.*°

A iniciacdo do processo de polimerizacdo somente € possivel quando
radicais livres estdo presentes no meio reacional. Estes, por sua vez, iniciam o
mecanismo de sintese que ocorre por via radicalar.**"*® Neste sentido, a presenca
do iniciador 2,2 -azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) fez-se necessaria uma vez que esta
substancia sofre reagdo de homdlise por irradiagdo (através de uma ldampada de
vapor de mercurio com emissdo em 345 nm) ou por aquecimento a 65 °C para gerar

os radicais livres requeridos, conforme mostra a reagao 10, a seguir.

N N CN
(CHa)2 CN=NC (CHa), NOUA __ 5 (CH,),C® + Ny (10)
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2.6.1. Caracterizacao dos polimeros de impressao

molecular MIP e NIP

2.6.1.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS MIP ATRAVES
DA TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Para isto, as medidas foram realizadas em um equipamento MEV da
JEOL modelo JSM 7500F. As amostras primeiramente foram dispersas em alcool
isopropilico, logo foram colocadas no STUB que continha o substrato de silicio, que
tem como finalidade dar o devido contraste, logo foi colocada cola de grafite, e a
seguir foram colocados os STUB no porta-amostra do microscopio eletrénico de

varredura, para realizar as medidas.

2.6.1.2. CARACTERIZAGAO DOS POLIMEROS POR
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

As anadlises de caracterizacdo dos polimeros por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas no instituto de
quimica da UNESP, utilizando o equipamento Varian® 660-IR FT-IR Spectrometer

com aplicacio direta na amostra.
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2.6.1.3. CARACTERIZAGCAO DOS POLIMEROS POR
EXPERIMENTOS DE AFINIDADE

Para avaliar a capacidade de adsorgdo do MIP obtido, foram realizados
experimentos estaticos de adsorcao. Para isto, 5 mg de polimero foram adicionados
a um frasco pequeno, contendo 5,0 mL de solu¢gbes padrédo de hexazinona em
concentragdes entre 2,0 e 200 mg L™ Apods terem sido agitadas durante 12 h a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas e filtradas. A seguir, a
concentragcado hexazinona livre no filtrado foi quantificada por HPLC. Para isto, antes
de cada analise o sobrenadante foi filtrado em membrana Milipore® 0,45 ym. A
adsorcao de hexazinona com NIP também foi medida de maneira semelhante.

Os experimentos em HPLC foram realizados usando um sistema
cromatografico da Shimatzu® com detector UV e injecdo automatica. As analises
cromatograficas foram realizadas no modo isocratico com fase mével composta por
agua e acetonitrila (60:40 v/v) usando coluna C18 (5 um, 250%x4,60 mm) da
Phenomenex® e fluxo de 1,2 mL min™' com injecao de 20 pL a temperatura ambiente
(25 °C) usando detector de UV em 220 nm. As solugbes padrao de HXZ e dos
interferentes foram preparadas em metanol.

Desta forma, foi possivel determinar a quantidade de HXZ ligada no
polimero (Q, mmol g™') subtraindo a concentracéo livre de HXZ (C) da concentracéo
inicial (C,), considerando o V de solvente e a massa de polimero, permitindo desta

forma, construir as isotermas de adsorcéo apresentadas no 3° Capitulo desta Tese.
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2.7. Construcao dos sensores

2.71. Construgcao do biossensor a base de extrato

vegetal de acai

2.71.1. BIOSSENSOR A BASE DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADA

O biossensor, nas condi¢cdes otimizadas foi preparado misturando-se por
15 minutos, 250 mg de grafite em p6 com 200 Unidades por mL de extrato-fosfato do
licor de acai e 1 mL de glutaraldeido ao 2,5% (m/v) preparado em tampéao fosfato
(0,1 mol L™, pH 6,0). A mistura foi deixada secar & temperatura ambiente por 12 h e
a pasta de carbono modificada foi obtida pela adicdo de 80 mg de 6leo mineral. Uma
porcdo adequada da pasta foi tomada para preencher a cavidade de
4 mm de diametro por 1 mm de profundidade, de um eletrodo adequado para o uso

de pastas de carbono.

2.7.1.2. BIOSSENSOR A BASE DE MONOCAMADAS
AUTOARRANJADAS (SAM) EM SUPERFICIE DE OURO

Foram empregados eletrodos de ouro de 4 mm de diametro. A limpeza da
superficie dos eletrodos de ouro foi realizada em trés etapas: polimento mecanico,
tratamento quimico e limpeza eletroquimica. Inicialmente as superficies foram
polidas com uma suspensao aquosa de alumina de 0,3 e 0,05 ym sobre uma flanela
até adquirir aspecto espelhado, logo foram lavadas com agua deionizada. Em
seguida foram colocadas em um banho ultrassbnico em agua por 1 minuto, para

eliminar residuos de alumina da superficie do eletrodo. Apds desta limpeza
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mecanica, o eletrodo foi submetido a um tratamento quimico através da imersao do
eletrodo em uma solugdo “piranha” por um periodo de 2 minutos, seguido de
lavagem com agua deionizada. Apds este tratamento quimico o eletrodo foi limpo
eletroquimicamente usando voltametria ciclica e em uma solugao de acido sulfarico
0,5 mol L™ entre os potenciais 0,0 e 1,7 V vs Ag|AgCI,KCls,: e velocidade de
varredura de 100 mV s, até que os voltamogramas ciclicos caracteristicos para um
eletrodo de ouro limpo fosse obtido.®"® Apos o pré-tratamento da superficie do
eletrodo de ouro a construgdo do biossensor foi realizada com a modificagdo do
eletrodo com 0,02 mol L™ cistamina por um periodo (tempo de incubacgao, tincu) de
2h. O eletrodo modificado foi entao retirado da solugao de tiol, lavado com agua e
seco a temperatura ambiente. Apds a formacao da SAM de cistamina, 50 unidades
por mL de peroxidase extraida do licor de agai foram depositadas com auxilio de
uma micropipeta na sua superficie. A seguir, o sensor foi seco a temperatura
ambiente e logo foi mergulhado por uma hora em uma solugao de glutaraldeido ao

2,5% (v/v) e seco a temperatura ambiente e armazenado a temperatura ambiente.

2.7.2. Construgcdao do sensor biomimético a base de

polimero de impressao molecular

O eletrodo de pasta de carbono (CPE) que serviu para comparagao dos
resultados obtidos foi preparado misturando o p6 de grafite e 6leo mineral na
propor¢cdo 60/40 (m/m). O sensor biomimético a base de polimero de impressao
molecular foi preparado pela mistura de diferentes porcentagens de pd de grafite,
6leo mineral e MIP ou NIP, estas misturas foram homogeneizadas por 10 minutos

em almofariz de agata, e a mistura colocada na cavidade do eletrodo adequado para
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pasta de carbono de 4 mm de didmetro por 1 mm de profundidade. A superficie do
eletrodo foi polida usando papel sulfite. O sinal eletroquimico destes eletrodos foi
estudado usando a técnica de voltametria ciclica e os melhores resultados foram
obtidos com a proporg¢ao 67:28:5 (m/m) de p6 de grafite, leo mineral e MIP ou NIP,

esta pasta otimizada foi usada para a determinacgao eletroquimica da hexazinona.

2.8. Medidas eletroquimicas

2.8.1. Medidas eletroquimicas para os biossensores a

base de pasta de carbono e eletrodo de ouro — SAM

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um
micropotenciostato da Autolab® utilizando—se cela eletroquimica convencional de
trés eletrodos empregando como eletrodo de referéncia o de Ag|AgCI,KClsa, uma
espiral de Pt como eletrodo auxiliar e como eletrodos de trabalho o biossensor de
pasta de carbono a base de licor de acai e o eletrodo de ouro com monocamada de
tiol. Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, no intervalo de potencial
de —0,3 a 0,9 V e velocidade de varredura de 0,02 V s'; e, voltametria de onda
quadrada, nas condi¢des otimizadas, em potencial de -0,2 a 0,2 V, frequéncia de
20 Hz, amplitude de 100 mV, incremento de 10 mV. Todas as medidas foram
realizadas em 10,0 mL de eletrdlito suporte de solugdo tampéo fosfato (0,1 mol L
pH 5,0) contendo 3,9 x 10 mol L' de peroxido de hidrogénio. Aliquotas de solu¢ao
padrao de hexazinona foram transferidas para a cela através de micropipeta, e apés
de um periodo de agitagdo de um minuto, para a homogeneizagdo da solugdo, os

voltamogramas foram registrados. Apods o registro dos voltamogramas, foi construida
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uma curva analitica, e realizados os estudos de recuperagcao e determinagcdo de

hexazinona em amostras de rio usando o método de adi¢g&o padrao.

2.8.2. Medidas eletroquimicas para o sensor biomimético
a base de pasta de carbono modificado com

polimeros de impressao molecular (MIP)

Um volume de 10,0 mL de solugdo 0,1 mol L™ de HCI (pH 2,5) foi usada
na célula electroquimica, como eletrdlito suporte. A solugdo foi purgada com
nitrogéno puro durante 10 minutos. E a seguir, foi aplicado um potencial de
acumulacgao de -0,5 V ao eletrodo durante 200 seg, a0 mesmo tempo em que a
solucao era agitada. A agitacado foi entao cessada, e depois de 10 s de descanso,
foram registrados voltamogramas de pulso diferencial na faixa de potencial de -0,6 a
-1,4 V. Em seguida, um volume adequado de solugdo padrdao de HXZ, ou de
amostra, foi adicionada a célula voltamétrica, a solugao foi purgada com nitrogenio
durante 3 minutos e depois de 200 s de acumulagao a -0,5 V, o voltamograma foi
registrado.

O limite de deteccdo foi calculado através da relacdo 3S/N onde S/N
corresponde a razao sinal/ruido da medida. Ja o limite de quantificagao foi calculado

como 3,3 vezes o limite de detecéo.
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CAPITULO 3

65



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Biossensores a base de peroxidase extraida

da polpa de acai

3.1.1. Extracao e purificacao da POD obtida do extrato de

acai

3.1.1.1. PURIFICAGAO PARCIAL DA POD POR CROMATOGRAFIA
EM COLUNA EM GEL SEPHADEX G-100

Para a obtencédo das fragdes da enzima purificada eluidas na coluna
cromatografica em gel sephadex G-100, foram realizados testes de extracdo do
extrato bruto de agai em g.mL'1 de solugdo tampao, na proporgao: 1:3, 1:5 e 1:10,
determinando-se a concentracgao proteica (g mL'1) em cada diluigao.

A melhor extracdo foi obtida na propor¢ao 1/10 (v/v) com valores de
absorbancia entre 0,5 e 1,0. O extrato bruto de agai na proporgao 1/10 foi submetido
a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de gel Sephadex G-100,
previamente equilibrada com solugéo tampao fosfato de sédio 0,05 mol L™, pH 7,0 e
determinado o volume “morto” de separacdo com blue dextran. Foram coletadas
fragdes de 2,0 mL por tubo de ensaio.

O perfil de eluicdo do extrato enzimatico de acai (Figura 13) revelou a
presenca de nove picos, em alguns foi possivel identificar a presenga de macro e
micromoléculas, e em outros ndo. O primeiro e o segundo pico que estdo na regiao

das fragcbes que correspondem ao “volume morto” correspondem principalmente a
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presenga de proteinas (macromoléculas com massa molecular (MM) >> 150.000
Da). Nessa mesma regiao foi detectada a presenga da enzima peroxidase, alvo de
estudo deste trabalho. O terceiro pico revelou a presenga das enzimas
polifenoloxidase e catalase fontes de investigagdo para construcdo de novos
biossensores a base destas enzimas. O quarto pico também apresentou a presenga
de catalase, visto que, o seu pool quando submetido a reac&o catalitica na presenca
de perdxido de hidrogénio, liberou oxigénio em quantidade facilmente detectavel. O
nono pico revelado no cromatograma, mostrou a presenca de moléculas com baixa
massa molecular como fendis totais, podendo conter compostos bioativos e outras

micromoléculas.
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FIGURA 13. Curva da cromatografia em Sephadex G-100 do extrato de agai em tampao fosfato
de sédio 0,05 mol L"a pH 7,0, indicando as fragdes contendo a POD e as outras
enzimas e componentes do extrato para 2,0 de eluato por fragdao, em um fluxo
constante. Os eluatos do agai foram acompanhados com leituras de absorbancia

em 280 nm.
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A eluicdo em gel Sephadex G-100 propiciou uma separagao bem definida
entre macromoléculas e moléculas menores com MM < 150.000. O que possibilitou
a purificagcdo da enzima peroxidase e a determinagdo da sua atividade, sem a

interferéncia de compostos fendlicos, flavonoides e outros compostos.

3.1.1.2. DETERMINAGAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE Kyy
E Vmax DA POD CONTIDA NA POLPA DE AGAI

A atividade enzimatica foi estimada frente ao perdéxido de hidrogénio e
guaiacol. A enzima apresentou afinidade para o guaiacol com um K, de
4,2 x 102 mol L e Vimax de 84 umols s™'. Os dados correspondentes a estes estudos
sdo mostrados na Figura 14. Os valores obtidos mostram uma boa afinidade da POD
para o seu substrato (guaiacol), assim como mostra uma velocidade de reacgao
maxima que indica que 84 pmols de guaiacol sdo convertidos em produto por cada

segundo da reagao.

3.1.1.3. DETERMINAGAO DO CONTEUDO PROTEICO DO EXTRATO
DE AGAi E DAS CORRESPONDENTES DILUIGOES

Sabe-se que a absorbancia de um extrato vegetal é diretamente
proporcional a concentracdo de proteina, até o limite da lei de Lambert-Beer. O
calculo do valor da concentracido proteica das amostras foi realizado utilizando o
coeficiente de absortividade, determinado por regressao linear (R = 0,9930) da curva
analitica de padrao proteico (Figura 15) soro albumina bovina (BSA), a saber, (eq.
2):

Ao =11x1072(£8,0x107°) +1,4x107? (5,310 *)Cpq, (eq.2)
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%O = 0,01(+0,002) +0,79(+0,01) %guaiacol]
91 00 01 02 03 04
1/[guaiacol] (L mmol™)

Figura 14. Grafico de Lineweaver-Burk ou duplo reciproco para o extrato de licor de agai em

fungao do substrato guaiacol.63
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Figura 15. Curva analitica experimental para determinacdo do coeficiente de absortividade

molar da soro albumina bovina (BSA).
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Através da curva foi determinado o conteudo proteico das fragbes que

deram teste positivo para a presenca da enzima peroxidase.
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Fracoes ( 2 mL)
Figura 16. Cromatograma experimental para determinagao das proteinas.

Em relagdao a concentragcdo de proteina nas fracdes enzimaticas eluidas, o
perfil de eluicdo mostrou que o conteudo proteico encontra-se em 11 fragdes, entre
as fracbes 08 a 18. Nota-se Figura 17 a presenga de trés picos com conteudo
proteico, porém, apenas o segundo pico apresenta maior concentragao, destacando-

se a fragdo 10 com 8,63 x102mg mL™".
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Figura 17. Perfil de eluicdo das fragbes enzimaticas e atividade especifica de peroxidase
extraida de agai por cromatografia de exclusdo molecular em coluna gel Sephadex
G-100.

3.1.1.4. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA NO EXTRATO
DE AGAi E DAS CORRESPONDENTES DILUIGOES

Em cada fracdo que foi qualitativamente detectada a presenca da
peroxidase, foram realizados estudos cinéticos para determinacdo da unidade de
atividade (UA mL™") e atividade especifica (UA mg™' de proteina) com leituras da
absorbancia em 470 nm. O perfil de eluicdo do extrato bruto de acai revelou que a

enzima peroxidase foi eluida em 11 fragdes, entre as fragdes 08 a 18 (Figura 13).

71



Como pode-se observar o perfil cromatografico das fragdes
enzimaticas mostra dois picos com alta atividade especifica da peroxidase,
destacando-se a fragdo 13 que apresentou maior atividade especifica com 3,4 UA

mg™' de proteina

3.1.2. Aplicacao da peroxidase extraida da polpa de acai

na construcao de biossensores voltamétricos

3.1.2.1. BIOSSENSOR PARA DETERMINAGAO DE HIDROQUINONA

Na procura por um biossensor para detec¢cao da hexazinona, nos estudos
preliminares foi construido um sensor a base de pasta de carbono modificada com o
extrato de acai previamente caracterizado em relacéo ao teor de enzima POD. Este
biossensor foi avaliado em relacdo a resposta mediada pelo doador de elétrons
hidroquinona (HQ), a fim de verificar se a enzima POD extraida do acai permitiria a
obtencdo de um biossensor enzimatico com bom desempenho; se a enzima estava
sendo devidamente imobilizada; e adicionalmente, evitar o uso nao necessario de
pesticida que poderia ser langcado ao ambiente durante os estudos de otimizagcdo do

biossensor.

a) Otimizacao dos parametros experimentais
Como citado anteriormente, para investigar a possibilidade do uso da
peroxidase extraida da polpa de acai na construcdo de um biossensor com bom
desempenho e que posteriormente possa ser usado na detec¢cdo da HXZ. A primeira
etapa consistiu em avaliar a resposta mediada do biossensor a base de pasta de

carbono modificada com extrato de acgai, frente ao composto fenélico HQ (reacgdes 1
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— 4). Para isto, a voltametria de onda quadrada (SWV) foi usada para avaliagéo do
desempenho do biossensor.

Nesses estudos de otimizagao a influencia do pH foi estudada na faixa de
5,0 a 8,0; usando solucdo padrdo de 1,0 x 10> mol L de hidroquinona (HQ,
substrato enzimatico) e 6,0 x 10 mol L™ de peroxido de hidrogénio. A melhor
resposta para o analito foi obtida no pH 6,5, usando para estes estudos solugao
tampéo fosfato 0,1 mol L' como eletrdlito suporte.

Os parametros da voltametria de onda quadrada também foram
estudados e otimizados: frequéncia (Figura 18, 10 — 70 Hz), amplitude de pulso
(Figura 19, 10 — 120 mV) e incremento (Figura 20, 0,5 — 5,0 mV), sendo obtido o
maior sinal analitico para os parametros ajustados em 40 Hz, 100 mV e 5 mV,

respectivamente.

4x10° 1 9

3x10°-

lil /A

2x10° 1

1x10°

0 20 40 60 80
Frequéncia / Hz

Figura 18. Otimizacao da frequéncia da SWV para o biossensor de hidroquinona.
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Figura 19. Otimizacido da amplitude de pulso na SWV para o biossensor de hidroquinona
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Figura 20. Otimizagado do incremento de pulso na SWV para o biossensor de hidroquinona.

74



b) Perfil de resposta do biossensor para hidroquinona
Na Figura 21 sdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada nas

condi¢des otimizadas e obtidos com o biossensor a base de polpa de agai.

-1,0x107 -
-1,2x107 1

-1,4x107 -

i/ A

-1,6x107° -

-1,8x107 1

-2,0x107 1

02 -01 00 01 02
E vs Ag/AgCIl /V

Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o biossensor a base de acai e
adicoes crescentes de hidroquinona, nas condicoes de pH e eletroquimicas

otimizadas.

Na Figura 22 € mostrada a correspondente curva analitica obtida para
hidroquinona, cuja quantificagdo foi baseada na regeneragcdo da peroxidase pela

oxidacdo do composto fendlico para quinona, com a subsequente reducdo da
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quinona na superficie do biossensor a 0,1 V vs Ag|AgCIl,KClg, tal como previsto

pelas reagdes (1 a 4) anteriormente apresentadas na parte introdutdria.

1000

900 -

800 +

700 +

Ai [ pA

600 -

500 +

4,0x10™ 8,0x10™ 1,2x10° 1,6x10°
[HQ] / mol L™

Figura 22. Curva analitica correspondente as adigoes de HQ até a concentragao da saturagao.

Observa-se da Figura 22, que o perfil de resposta do biossensor incluindo
a regiao da saturagao € hiperbdlico (equacgao 3), tal como esperado para sistemas
enzimaticos os quais sdo governados pela cinética de Michaelis-Menten, indicando
que a enzima POD extraida do acai mantém sua atividade mesmo apds sua

imobilizacdo na pasta de carbono.

i _ 1199 (£14)[HQ]
" 31x10* +[HQ] (eq. 3)
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Nesta curva também observa-se uma regiao linear para HQ na faixa de

7,5x10° e 5,0 x 10* mol L', que se ajusta a equacao:

Ai ] A= 299 (+7) +950.269 (+21.548) [HQ]/ mol L  (eq. 4)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados sob as
condicbes otimizadas, obtendo-se os valores de 22 umol L' e 73 pmol L
respectivamente. Foi calculada também a constante aparente de Michaellis-Menten
(Kiiy ) para o biossensor proposto, usando o grafico do duplo reciproco (Figura 23),

obtendo-se um valor de 3,1 x 10 mol L™.

2,0x107 1

S 1,5x10°

1,0x10°
1/K32Pe ,0x10
\/ Ai™t =8,3x107* (+7,4x10°°) + 2,6x10 " (£3,4x10°°) [HQ] ™
~ 0 | 2000 | 4000 |
HQ]”

Figura 23. Grafico de Lineweaver—Burk ou duplo reciproco para o biossensor a base de licor

de acai para sua resposta mediada pela HQ.

Desta forma, o bom desempenho do biossensor desenvolvido com licor de

acai mostrou que a peroxidase proveniente deste extrato vegetal foi eficiente na
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preparacao do biossensor, e desta forma, este extrato vegetal poderia ser utilizado
no desenvolvimento de outro biossensor para o analito alvo deste trabalho, a

hexazinona.

3.1.2.2. BIOSSENSOR PARA DETERMINAGCAO HEXAZINONA

Nesta etapa do trabalho, uma vez avaliada a viabilidade de uso do extrato
de acai como fonte da enzima peroxidase, e visando obter sensores altamente
sensiveis e duradouros foi construido um biossensor a base ouro modificado com
monocamadas auto-arranjadas (SAM: self-assembled monolayers) de cistamina e
extrato de acai contendo peroxidase, o qual foi aplicado na quantificagcdo de

hexazinona, através da inibicdo da enzima na presenca do H,O, e HQ.

a) Otimizacao dos parametros experimentais

A voltametria de onda quadrada foi usada para avaliagdo do desempenho
do biossensor. Inicialmente a influencia do pH foi estudada na faixa de 5,0 a 8,0
usando solugdo uma solucdo de estoque de 1,0 x 10 mol L' de hexazinona, a
maior resposta para o analito foi obtida no pH 6,0. Assim, a solugao tampao fosfato
0,1 mol L™, foi usada como eletrélito suporte.

Outro fator importante que influéncia na resposta do biossensor é a
concentragéo do perdxido de hidrogénio, uma vez que é o substrato da peroxidase.
Desta forma, foram estudas concentragdes de perdxido de hidrogénio na faixa de
3,0 x 10°a 5,0 x 10” mol L™ sendo que a concentracdo que forneceu os melhores

resultados para a detecgdo da HXZ foi 6,0 x 10 mol L.
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Por outro lado, a hidroquinona também cumpriu um papel importante na
resposta deste biossensor, uma vez que é este composto que realiza a fungado da
doacao de elétrons para a regeneragao da enzima, e por isto, sua concentragao na
cela de medida foi avaliada foram testadas solugbes de 1,0 x10 10° a
1,0x 10* mol L™

Ja a avaliagao dos parametros da voltametria de onda quadrada também
foi realizada, frequéncia (10 — 80 Hz), amplitude de pulso (10 — 120 mV) e
incremento (0,5 — 5,0 mV). Sendo que a melhor resposta foi obtida com 30 Hz, 100
mV e 5,0 mV para os parametros, incremento, amplitude de pulso e frequéncia
respectivamente.

Assim todos os experimentos seguintes foram realizados sob estas

condi¢des previamente otimizadas e mostradas nas Figuras 24 a 26.

7.0x10°
6,5x107 -
< 6,0x10°-
S~
= 9
5,5x107 -
5,0x10° 1
0 1 2 3 4 5

Incremento / mV

Figura 24. Otimizagado do incremento de potencial na SWV para a resposta do biossensor para

hexazinona.
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Figura 25. Otimizagdo da amplitude de pulso na SWV para a resposta do biossensor para

hexazinona.
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Figura 26. Otimizagao da frequéncia na SWV para a resposta do biossensor para hexazinona.
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b) Perfil de resposta do biossensor para hexazinona

A hexazinona, quando adicionada ao meio onde ocorre a reagao
enzimatica, produz uma diminuicdo da corrente produzida pela hidroquinona, esta
diminuicdo do sinal € proporcional ao aumento da concentragao do herbicida,
demonstrando seu efeito inibidor sobre a reagdo enzimatica. A Figura 27 mostra o
perfil de resposta do biossensor para hexazinona.

Na Figura 28 esta apresentada a curva de calibragdo para quantificagao
do herbicida. A qual mostra a percentagem de inibicdo, que foi calculada pela

equacao 5, em fungao da concentracao do pesticida.

|, -1

%l =-°—1x100  (eq. 5)

0

Onde: |, corresponde a corrente gerada pela HQ e |; a corrente observada apés

adicgao de HXZ.
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Figura 27. Voltamogramas de onda quadrada para o biossensor a base de SAM e POD extraida
do acai na presenca do herbicida hexazinona. Condi¢des de medida: 10 Hz de
frequéncia, 100 mV de amplitude e 10 mV de incremento. Medidas realizadas em
solugio tampdo fosfato 0,1 mol L” (pH 6,0) contendo 60 pmol L" de H,0, e
adiciones de HXZ entre 30 e 160 ymol L™.

Sob as condi¢des otimizadas o biossensor mostrou uma faixa de resposta
linear (equagdo 6, R = 0,997) para hexazinona em concentracdes de 2,0 x 10 a
1,1 x 10™ mol L™ e limites de detecgéo de 6,1 x 10° mol L™ e de quantificacdo de

2,0 x10° mol L.

%1 =16 (1) + 455.272 (+16.314) [HXZ]/mol L  (eq. 6)
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Figura 28. Curva de calibragdo para a quantificagdo da hexazinona usando o eletrodo de ouro

modificado com monocamada de cistamina e extrato de agai.

Mostrou-se a aplicacdo bem sucedida do extrato de acai na obtencao de um
biossensor para deteccdo do pesticida hexazinona baseado na inibicdo da enzima

peroxidase do extrato vegetal.
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3.2. SENSOR BIOMIMETICO PARA DETECCAO DE
HEXAZINONA

3.21. Simulagdes computacionais: Obtencao dos dados

tedricos para escolha do monémero funcional

A literatura comumente relata que para a escolha de um mondmero
adequado para algum dado analito, deve ser usado um mondémero doador de préton
(carater acido), quando o template € aceptor de préton (carater basico), ou vice-
versa, no intuito de estabelecer ligacbes de hidrogénio que permitam formar um
complexo monémero funcional — template bastante estavel para garantir a formagéao
do polimero molecularmente impresso®>®. Assim, a acrilamida (MP5) é a mais
utilizada na sintese de MIPs para moléculas com caracteristicas neutras. Entretanto,
outros mondmeros menos usados (Tabela 3) podem também ser empregados,
podendo resultar em diferentes tipos de interagdes, além da de hidrogénio, com o
analito de interesse e cuja eficiéncia podera ser prevista através de ferramentas
computacionais, mesmo antes de se realizar a sintese propriamente dita, eliminando
o fator “tentativa e erro”, e consequentemente consumo de tempo e reagentes.

Desta forma, foram realizadas simulacbes para avaliar a interacdo da
hexazinona com os 20 mondmeros propostos, as quais foram realizadas em
duplicata com a finalidade de obter resultados confidveis e comparaveis. Para cada
mondmero foram empregados trés conférmeros diferentes para avaliar de forma
mais precisa as possibilidades de interacdo entre as diferentes conformagdes do
mondmero e o analito. Cada simulagdo durou em média 26 horas. A Figura 29

mostra a média dos resultados de energia obtidos nessas simulagdes.
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Figura 29. Média do resultado das simulagées realizadas para avaliar a energia de interagdo da
hexazinona com os 20 mondomeros propostos da Tabela 3.

Os valores obtidos podem ser interpretados como a energia liberada na
aproximacao entre cada monémero e a hexazinona, sendo que quanto maior a
energia liberada (mais negativo o valor), maior a afinidade entre eles, ou seja, na
“teoria”, mais seletivo sera o polimero resultante.

Pode-se observar pelos resultados da Figura 29, que os monémeros mais
adequados para a hexazinona segundo a simulagdo, respectivamente séo o acido
metilenosuccinico (MP11), 2-vinilpiridina (MP17) e 3-divinilbenzeno (MP13); que os
mondmeros com energia de interagcdo media seriam a acrilamida (MPS5); acido

metacrilico (MP12) e o acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico (MP19); e os
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mondmeros de mais baixa energia de interagao seriam a acroleina (MP6), o etil éster
de imidazol-4-acrilico (MP3) e o acido acrilico (MP4).

Observando a estrutura da hexazinona inserida na Figura 21, podem-se
notar regides nitrogenadas, explicando a clara afinidade por monémeros que se liga
através de ligagdes de hidrogénio, a hexazinona € uma molécula neutra
apresentando s6 um tautémero podendo ter preferéncias por moléculas neutras e
pelas moléculas acidas uma vez que possui pares de elétrons livres.

Com estas consideracbes foram sintetizados MIPs com os seguintes
mondmeros de interacdo média MP5 (monémero neutro) e MP12, e com o
mondmero de maior energia de interacdo MP17, que eram aqueles de disposi¢cao

imediata (Figura 30).

—
MP17 / N,
MP5 (O MP12 J 3
OH A\ ‘;}
S R A
—
NHE _.rf
L ¢
acrilamina (AA) acido metacrilico (AMA) 2-vinilpiridina (2-VP)

Figura 30. Estrutura quimica dos monémeros usados neste trabalho.
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3.2.2. Caracterizagao dos MIP sintetizados

3.2.2.1. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DOS MIP ATRAVES
DA TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Conforme mostrado na Tabela 4 da parte experimental foram sintetizados
varios MIPs com os mondémeros MP5, MP12 e MP17, segundo resultado da
simulagdo computacional, assim como foram empregados diversos métodos de
sinteses (bulk e precipitacéo) e de polimerizagao (temperatura ou UV). Na Figura 31,
mostram-se as microscopias eletronicas de varredura dos MIPs obtidos por todos

esses diferentes métodos.

NIP 5, bulk (60.°C) MIP.5, bulk (60 °C)

Figura 31. Microscopias eletronicas de varredura MEV dos diversos MIPs e NIPs sintetizados

neste trabalho.
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NIP 17, bulk (60.°C) MIP 17, bulk (60 °C)

NIP 17, precipitagdo (60 °C)

Figura 32. Microscopia eletronica de varredura MEV dos diversos MIP e NIP sintetizados neste

trabalho. Continuagao.

Claramente nota-se a diferenga na porosidade dos materiais sintetizados.
Os MIPs apresentaram ser mais granulados e porosos do que o polimero de
controle, NIP, mostrando diferenga na area superficial e entre os polimeros. Embora

uma comparagao visual ndo seja adequada para apresentar conclusdes sobre as

88



diferencas entre os polimeros, pode-se observar que o MIP, aparentemente,
apresentou uma porosidade maior.

A confirmagao dessa hipotese foi obtida através dos valores de area
superficial estimada pela técnica de adsorcao/desorcdo de N, usando o método de
BET (Brunauer Emmett and Teller) e pelos valores de volume e tamanho dos poros
obtidos. Assim, obtiveram-se os resultados mostrados na Tabela 5, na qual mostra-
se que a area superficial dos MIP é maior que dos NIP e que o MIP preparado com o
mondmero 2-VP foi cerca de 10 vezes mais poroso daquele preparado com AA. O

que inicialmente sugere que a simulacgao realizada foi bem sucedida.

Tabela 5: Valores de area superficial especifica dos polimeros sintetizados por bulk e
polimerizados por aquecimento a 60 °C (MIP5) e a 70 °C (MIP17).

Polimero Area superficial especifica (m?g’™) Volume do poro (A)
MIP 5 61,934 27,46
NIP 5 16,732 22,28
MIP17 683,53 35,12
NIP 17 632,04 37,45

Pode-se observar que o MIP que apresentou maior area superficial é o
que teve maior interagdo com a triazina hexazinona e foi aquele que mostrou maior
afinidade na simulagdo computacional, o MIP17 (2-VP, Figura 33). Por outro lado, a
grande porosidade do NIP17, pode ser consequéncia do solvente usado na sintese
destes MIP e NIP, ou seja, o solvente porogénico. No caso do MIP5 tendo sido o

diclorometano e no caso do MIP12 o tolueno. Além disso, foi usado maior
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temperatura de polimerizagdo no MIP 17 o que aumenta a energia e favorece a
interacao por transferéncia de carga entre o analito e o mondémero.(os polimero MIP

5 e MIP 17 foram classificados como mesoporos (2-50 nm)®°

Figura 33. MEV do (A) MIP17 e (B) NIP17 obtido pelo método de bulk com amplificagdao de
50000x.

Assim o MIP17 serd avaliado mais detalhadamente nos seguintes

estudos.

3.2.2.2. CARACTERIZAGAO QUIMICA POR ESPECTROSCOPIA NO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Os espectros de infravermelho do agente de ligagdo cruzada EDGMA
(Figura 34) apresenta banda caracteristica na regido de 1700 cm™ que
correspondente ao estiramento de C=0 do grupo éster; e a 1700 cm” da banda
correspondente a deformagdo axial de C-O do éster; na regido entre
1670 — 1640 cm™, podem ser vistas bandas de estiramento de grupos vinil C=C

presentes em EDGMA.
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Figura 34. Espectros de FTIR do EDGMA.
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Figura 35. Espectros de FTIR do MIP e NIP sintetizados com o monémero acrilamida.
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Ja na Figura 35, observa-se também uma banda a 3300 correspondente

ao grupo NH, observasse também uma banda caracteristica do grupo (CO) de

carbonila em 1731 cm™ e a banda em 2960 cm correspondente aos grupos —CH3; e

—CHoa.
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Figura 36. Espectro de FTIR do polimero MIP17 preparado com 2-vinilpiridina (2-VP).

0
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Figura 37. Espectro de FTIR dos polimeros NIP17 preparados com 2-vinilpiridina (2-VP).

As bandas caracteristicas dos monémeros utilizados na sintese e que
podem ser visualizadas nos polimeros MIP e NIP sdao as de EDGMA, e dos
mondmeros AA ou 2-VP na regido de 1700 cm™, correspondente ao estiramento de
C=0 do grupo éster e de 1550 cm™ da deformacéo axial do éster. Pode-se observar
também a auséncia do sinal em 1670-1640 cm™ proveniente do estiramento de
grupos vinila dos mondémeros, que desaparecem em todos os polimeros sintetizados
(Figuras 35 — 37) devido a quebra das ligagées C=C no processo de polimerizagao,
dando origem a ligagdes simples. Isso pode ser visto na banda em 2940 cm’’
correspondentes aos grupos CH; e CHs.

Adicionalmente, os espectros de FTIR de MIP5 e NIPS nas Figura 35 e
dos MIP17 e NIP17 (Figuras 36 e 37) preparados usando EDGMA como copolimero

sdo praticamente idénticos, pois cada um deles possuem 0s mesmos grupos
93



funcionais. Por outro lado, ao serem comparados os espectros do MIP e NIP das
Figuras 35- 37 com o espectro da Figura 38 sugerem que, o herbicida hexazinona

(FTIR, mostrado Figura 38) foi realmente eliminado na fase de lavagem dos MIP.
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Figura 38. Espectro de FTIR da hexazinona.

3.2.2.3. CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS SINTETIZADOS COM
2.VP ATRAVES DA ANALISE DE ISOTERMAS DE
ADSORGAO

O comportamento da adsorcéo termodinamica do MIP17 para hexazinona
foi explorado a temperatura ambiente durante 12 h. Como pode ser mostrado na
Figura 39, a quantidade de adsorcdo (Q, mg g”) foi calculado com base na
diferenca de concentracdo hexazinona antes e apds o adsor¢do em um volume

constante de metanol e um peso constante do MIP ou NIP , de acordo com a
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equacao 1. Pode-se observar pelo grafico da Figura 38, que a quantidade de
adsorcao de pesticida aumentou com o aumento da concentragao de hexazinona,
chegando a um valor de saturagdo em uma concentracdo de 4 mmol L' o que

representa a saturagao de cavidades de ligagao ativos no MIP ou NIP.
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. —o— MIP
2541 —*—NIP
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- N W N
© © ~N O o,
N 1 N 1 N 1 N 1 N 1

Capacidade de adsorgdo, Q ( mg

o
1

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentragao (mg L'1)

Figura 39. Perfil da adsorgao de HXZ apresentado pelos MIP17 e NIP17.

Os resultados obtidos mostraram que o MIP apresenta um maior poder de
retencdo do analito que seu respectivo NIP, e que pode ser atribuido a capacidade
de reconhecimento molecular do MIP que contém nanocavidades de estrutura
quimica, funcional e tridimensional que o tornam seletivo ao analito, assim como

aumentando o numero de sitios (nanocavidades) de ligagdo quando comparado ao

NIP.
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A segquir, visando estimar/quantificar a afinidade de adsor¢géo do polimero
pela HXZ e outras moléculas analogas, no intuito de avaliar a seletividade do
polimero sintetizado, foram calculadas as constantes de ligacdo (Kf) usando o
modelo de Freundlich, o qual se caracteriza por ser um modelo estritamente

empirico, conforme segue (equagao 7):

Q= KFCl/n (eq. 7)

Onde Kg e n séo constantes. Kg € uma constante dependente da temperatura e da
entalpia do sistema. Entretanto, para obter esses parametros os termos da equacao

8, podem ser rearranjados de maneira a linearizar a equagéao 7 (equacéo 8):

logQ = logKp + %logC (eq. 8)

Assim, ajustando-se os dados das isotermas da Figura 39 e seguindo a
equacao 8 foi possivel construir os graficos apresentados nas Figuras 40 e 41, obter
seu ajuste linear e, deste modo determinar as constantes de Freundlich, mostradas

na Tabela 5.
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Figura 40. Isotermas de Freundlich linearizadas usadas para estimar as caracteristicas de

ligagao da Hexazinona para o MIP17.
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Figura 41. Isotermas de Freundlich para estimar as caracteristicas de ligagao da Hexazinona
para o NIP17.
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Pode-se observar das Figuras 40 e 41 que os ajustes de Freundlich ndo
apresentam uma simples linha reta, o que sugere que os locais de ligagdo do
polimero sdo heterogéneos com respeito a afinidade para a HXZ.

Existem duas regides distintas que se podem ajustar para obter duas
linhas retas, o que indica que os locais de ligacdo podem ser agrupados em dois
grupos distintos com propriedades de ligagao especificas: Locais de alta afinidade
(AA) e locais de baixa afinidade (BA), classificados de acordo com o valor da
constante Kg, descritos na Tabela 6, indicando que um valor de Kg maior é obtido

para HXZ no MIP17 com um valor de 1,94 L g'1.

Tabela 6. Resultados da analise do ajuste de Freundlich para HXZ em MIP17 e NIP17.

Polimero Local de ligagao Ajuste Freundlich R Ke(L g™
Baixa afinidade” logQ = 1,986logC- -0,82 0,996 0,15
MIP Alta afinidade® Log Q= 0,904logC + 0,289 | 0,994 1,94
Baixa afinidade® logQ = 0,864logC- 0,785 0,987 0,16
NP Alta afinidade® logQ = 0,309l0gC-0,31 0,991 0,49

Faixa de concentracdo considerada: < 1,58 —9,8 mg L™'>;  <9,8- 42,7 mgL">; ©<1,90-7,0mg
L'™>eP<70-125mgL">.

Para comparar o efeito de impressdao de compostos diferentes (MIP e
NIP), os efeitos de particdo encontrados para cada composto devem ser
normalizados. Isto é realizado por meio do fator de impresséao | (equacao 9). O valor

de I na eq. 10 é obtido da razao entre o coeficiente de particdo de uma molécula em

um polimero impresso, K}* (equagdo 10) e o coeficiente de partigdo em um

polimero n&o impresso, K", utilizando-se para isso a mesma molécula e o mesmo
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mondmero no polimero impresso e ndo impresso. Neste caso, se K}'">>> K",

melhor sera o desempenho seletivo do MIP.

KMIP
| = KE"P (eg. 9)
Kp =C% (eq.10)

Onde Kp é o coeficiente de particdo da molécula adsorvida no polimero (mg g™

dividido pela molécula remanescente na solugao (mg L'1).

Assim, o fator de impressdo obtido para o analito sempre deve ser
superior a 1 e, obviamente, maior que aqueles obtidos para os concomitantes. Neste
caso o fator de impresséao (l) obtido para o MIP17 para HXZ foi de 3,9. Indicando o
bom desempenho do MIP em relagédo ao NIP.

Por outro lado, dando continuidade aos experimentos realizados para
verificar a eficacia do MIP sintetizado, foi avaliada a seletividade em relagéo a outros

pesticidas, e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Parametros de afinidade do modelo de Freundlich para a triazina, atrazina e

Hexazinona.
Analitos Estrutura quimica Ajuste R Ke (Lg™)
PN
o N™ >N
Triazina | log Q= 0,966logC; — 0,266 0,992 0,22
-
N
HN" “CHg
Atrazina CHj N)%N log Q= 0,261logC; — 0,221 0,995 0,60
PP
H3;C N N (¢]]
H
S O
Hezaxinona N N log Q= 0,904logC + 0,289 | 0,994 1,94
HoCo AL L ’ ’
NN
CH3 CHj

Pode-se observar da Tabela 7 que os valores da constante de afinidade
do MIP para HXZ & maior que para as outras triazinas estudadas. E isto ja era
esperado devido a grande diferenga entre as estruturas quimicas destes pesticidas.

Uma maneira de avaliar a seletividade de uma molécula versus outra &
quantificada pela razdo entre os dois coeficientes de particdo Kp; € Kpy (para o
analito 1 e 2, respectivamente), esta razdo é denominada fator de separacéo (a)

(equacao 11)
a=— (eq.11)

Assim, para as moléculas estudadas os respectivos fatores de separacao
obtidos foram, para 100 mg L' de cada uma em relagéo a HXZ de 8,8 para triazina e

3,22 para atrazina.
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Na Figura 42 mostra um perfil cromatografico da detecgcdo de um
interferente (simazina) antes e apds experimentos de afinidade. Mostrando

claramente a preferéncia pelo analito alvo. Neste caso o fator de separacgéao foi de:

aSI—:i\jIZAZINA =11,9.

1500000
C, 80 ppm (HXZ e atrazina)
Simazi
o 1000000 imazina
©
©
S
7))
c
8 500000-
£
hexazinona [ C, 44,3 ppm
0. C, 7,6 ppm I B
Tempo / min

Figura 42. Perfil cromatografico para a detec¢ao de HXZ e um interferente (simazina) antes e

apos experimento de afinidade.

Finalmente, a Figura 43 mostra um perfil cromatografico da detecgédo do
interferente (atrazina) antes e apds experimentos de afinidade. Mostrando a

seletividade do MIP para o analito hexazinona. Neste caso o fator de separacgao foi

de: a2 na =18.9.
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Figura 43. Perfil cromatografico para a detecgdao de HXZ e um interferente (atrazina) antes e

apos experimento de afinidade.

3.2.3. Sensor biomimético a base de polimeros de
impressao molecular para determinacao de
hexazinona
Uma vez caracterizados os MIP sintetizados para detecgdo de HXZ, e

confirmada sua seletividade em relacao a outros compostos, e em relagdo ao NIP, a

seguir foi realizada a aplicagdo deste material no desenvolvimento de um novo

sensor biomimético usando para HXZ.
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3.2.3.1. OTIMIZAGAO DA COMPOSIGCAO DA PASTA DE CARBONO

MODIFICADA COM MIP OU NIP

Inicialmente, os sensores a base de pasta de carbono modificada com
MIP17 (MIPCPE) foram preparados com quantidades fixas de carbono e dleo de
parafina e de diferentes quantidades de MIP. A melhor resposta para o sensor
preparado apareceu quando usou-se 0,005 g de MIP e 30mg massa de grafite. E a
pesar de que poderia-se pensar que aumentando as quantidades de MIP no sensor,
a resposta aumentaria devido ao aumento de mais locais de reconhecimento na
superficie do eletrodo; isto ndo ocorreu, uma vez que o0 aumento da quantidade de
MIP na pasta leva a uma diminui¢cao da resposta do sensor, provavelmente devido a
diminui¢cdo da condutividade da pasta, uma vez que o MIP é um polimero organico.

Experiéncias semelhantes foram também realizadas para investigar o
efeito da quantidade de 6leo de parafina e de grafite na resposta do eletrodo. A partir
dos resultados correspondentes, as quantidades otimizadas de grafite e 6leo
mineral foram definidos como 0,070 g e 0,030 g, respectivamente. O aumento do
teor de grafite no eletrodo de MIPCPE leva a um aumento na resposta do eletrodo
devido ao aumento da condutividade da pasta. No entanto, depois de um dado
ponto, o0 aumento no conteudo de carbono resulta na redugédo do sinal do sensor,
provavelmente devido a diminuicdo do teor de MIP na superficie do eletrodo’.

A quantidade de 6leo de parafina foi também otimizada, uma vez que,

a maiores quantidades de agente aglomerante (6leo de parafina) a resposta do
sensor diminui, dado o carater isolante do oleo.

Desta forma, a preparacdo do sensor MIPCPE, consistiu na mistura de
70 mg de p6 de grafite, 30 mg de 6leo de parafina e 5 mg de MIP para HXZ,

correspondendo a uma percentagem de 67:28:5 (%, m/m).
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3.2.3.2. PERFIL DA RESPOSTA DO SENSOR MIPCPE PARA HXZ

Neste estudo, no intuito de verificar qual seria o perfil de resposta do
sensor para a HXZ e compara-lo com os NIPCPE e CPE, foram registradas
voltametrias ciclicas em solu¢ao de HCl a pH 2,5. Os voltamogramas resultantes séo
mostrados na Figura 44 revelando uma resposta irreversivel, correspondente
diretamente ao perfil eletroquimico do analito. O aumento da corrente de pico do
eletrodo de MIPCPE em comparacao com os outros eletrodos CPE e NIPCPE indica
a importancia da incorporacdo de MIP na pasta de carbono. Desta forma, este

primeiro estudo mostrou o ganho obtido na resposta do sensor quando modificado

com MIP.
0.
<
(b} 5
< -4x1071
(b}
=
@)
O _gx10°-
——CPE
— NIPCPE
-1x107™- —— MIPCPE
16 14 12 10

Potencial vs Ag|AgCI /V

Figura 44. Voltamogramas ciclicos de 100 pmol L" de HXZ na superficie dos eletrodos MIPCPE,
NIPCPE e CPE. Medidas realizadas em HCI (pH 2,5) e velocidade de varredura de
50 mVs .
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Para um estudo mais aprofundado da capacidade de reconhecimento da
hexazinona pelos eletrodos, e visando quantificagcdo do analito, com base na Figura
44, foi utilizada a técnica de voltametria de pulso diferencial por redissolugéo
catddica (DPCSV)**°’. Desta forma, os eletrodos MIPCPE, NIPCPE e CPE foram
imersos em solugcdo contendo hexazinona na concentragdo de 0,1 pmol L. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Figura 45.

— MIPCPE
5 —— NIPCPE
6x10" - — CPE
4x107° -
<
2x10° -
0-
16 14 12 10

E vs Ag|AgCIl/V

Figura 45. Voltamogramas de pulso diferencial com redissolugao catédica de 0,1 pmol L" de

hexazinona na superficie dos eletrodos de MIPCPE, NIPCPE e CPE. Condigdes das
-0,5 V, tempo de
50 mV, largura de

medidas: HCl a pH = 2,5, potencial de acumulagdo (E,)

acumulagao (t,c) = 200 s, v= 60 mV s, amplitude de pulso

pulso =40 ms.
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Como pode ser observado, em condi¢des idénticas, o sinal do eletrodo a
base de MIP é muito maior do que os do NIPCPE e CPE. Isto indica que o MIP no
electrodo permite a adsorgao de maior quantidade de hexazinona, e que pode ser
atribuido as nanocavidades seletivas no polimero impresso, e que nao existem nos
NIPCPE men no CPE. Mosttrando a viabilidade de uso deste sensor biomimético
sensivel e seletivo a HXZ.

Adicionalmente, visando confrontar os resultados experimentais com
aqueles obtidos da simulagdo computacional (Figura 29) em relagdo ao melhor
mondmero para a sintese, foram registradas as voltametrias de pulso diferencial com
redissolugao adsortiva (Figura 46) com sensores a base MIP17 (2-VP, aquele 6timo)
MP5 (AA, aquele intermediario com menor afinidade) e MP12 (AMA, aquele
intermediario com melhor afinidade).

Os resultados obtidos neste estudo, claramente concordaram com os
resultados previstos pela simulagdo computacional (Figura 29) e assim os sensores
foram construidos usando o MIP17. Apenas houve uma diferenca nos resultados
dos polimeros MIP5 e MIP12, nos quais a resposta experimental no sensor se
inverte, obtendo-se maior sinal de corrente para o MIP12 e menor para o MIP5.
Entretanto, como estes mondmeros nao serdo usados na sintese do MIP para este
sensor, este resultado nao influenciara no bom desempenho dos sensores MIPCPE

para HXZ.
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Voltamogramas de pulso diferencial com redissolugao catédica de 0,25 pmol L" de
hexazinona na superficie dos eletrodos de pasta de carbono modificados com
MIP17, MIP5 e MIP12. Condi¢gdes das medidas: HCl a pH = 2,5, E,. = -0, 5 V,
t.c = 200 s, de velocidade de varredura em 50 mV s'1, amplitude de pulso de 100

mV e largura de pulso de 50 ms.

3.2.3.3. OTIMIZAGAO DA RESPOSTA DO SENSOR

No estudo de otimizagdo do sensor biomimético a base de polimero de
impressdao molecular usando 2-VP (MIP17) foi empregada a técnica voltametria de
pulso diferencial com redissolugdo catédica (DPCSV). Nestes estudos, buscou-se
encontrar os parametros que permitissem obter maior sensibilidade, e seletividade

das medidas. Para isto, parametros como, pH, concentragao do eletrdlito, tempo de
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acumulagdo e potencial de acumulagado foram estudados para encontrar aqueles
que permitissem obter as melhores respostas.

Assim, a melhor sensibilidade foi obtida em solugdo de HCI a pH 2,5
tempo de acumulagao (t,c) de 200 s e potencial de acumulacéo (E;) de -0,5 V. Na
voltametria otimizou-se os valores de velocidade de varredura em 50 mV s'1,
amplitude de pulso de 100 mV e largura de pulso de 50 ms. Assim, encontrados
estes parametros passou-se a estudar o perfil da resposta do sensor para HXZ. Nas

Figuras 47 e 48 se apresentam os graficos obtidos na otimizagdo do pH e tempo de

acumulagao.
24 -
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Figura 47. Otimizacdao do pH do eletrélito para o sensor biomimético proposto, na presenga
de 1,0 umol L™ de HXZ.
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Figura 48. Otimizagdo do tempo de acumulag¢ao (t,c) na SWV para o sensor biomimético
proposto. Anadlise realizada na presenga de 1,0 umol L" de HXZ, em solugao de HCI

com pH 2,5, agitagdo da solugdo de 200 s e potencial de acumulagao (E,;) —0,5 V.

3.2.3.4. PERFIL DE RESPOSTA DO SENSOR

Uma vez otimizada a resposta do sensor, a seguir foi investigada a faixa
de resposta, a sensibilidade do sensor e a seletividade frente a outros pesticidas, no
intuito de avaliar futura aplicagao. A Figura 49 mostra o perfil de resposta tipico do

sensor construido usando MIP17 seletivo a HXZ.
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Figura 49. Tipicos voltamogramas de DPCSV para HXZ obtidos com o sensor biomimético
proposto, nas condi¢cdes previamente otimizadas. Eletrélito: HCI a pH 2,5;
t.c =200 s; E,. = -0.5 V; velocidade de varredura = 50 mV s'1; amplitude de pulso =
100 mV e largura de pulso =50 ms. (a) 1,90 x 10™""; (b) 3,85 x 10™"" (c) 5,66 x 10™" (d)
7,41 x10™ (€) 9,09 x 10" e (f) 1,10 x 107",

Na Figura 50, mostra-se a correspondente curva analitica obtida com os

dados da Figura 49.
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Figura 50. Curva de calibragao para HXZ obtida com os dados da Figura 49.

Sob as condi¢des otimizadas obteve-se uma resposta linear para HXZ,

de 2,0x 10" até 1,1 x 10" mol L, ajustados pela equagdo 12, a seguir:

|, =18x107 (+1,4x107") +49.892 (+1.860) [HXZ]/mol L™  (eq. 12)

O sensor apresentou um limite de deteccao de 5,8 x 10" mol L™ e um
limite de quantificagdo de 1,9 x 10" mol L™
Os resultados obtidos mostram que o sensor proposto € muito sensivel

para a quantificacdo do herbicida hexazinona.
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3.2.3.5. AVALIAGAO DA SELETIVIDADE DO SENSOR

Com a finalidade de avaliar a seletividade do sensor proposto foi

estudada a resposta do sensor fente a outros tres pesticidas da familia das triazinas,

e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Agrotoxicos analisados no estudo da seletividade.

Estrutura quimica

Agrotéxicos

Sinal Analitico

Concentragao (mol L'1)

S

S
fa )NI\ =N Atrazina Nao 107
HoC N N >l
X
CHg /I\i \/NL Atrazina-desetil Nzo 107
HiC™ N N” NH,
PN
N >N
m _ S-triazina Nao 107
N
g 1
N Hexazinona Sim 107

Pode ser observado que o sensor ndo apresentou resposta para nenhum

dos agrotoxicos testados. Mostrando seletividade em relagdo a estes tipos de
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analitos. Este resultado mostra que mesmo para moléculas com estrutura quimica
muito parecidas a HXZ o sensor € seletivo devido a seletividade do MIP.

Os resultados apresentados mostram que o sensor desenvolvido, além de
ser extremamente sensivel, é altamente seletivo, mostrando resultados melhorados
em relacdo a biossensores enzimaticos para pesticidas, os quais sdo pouco

seletivos.

3.2.4. Aplicacao do MIP17 em amostras de interesse
ambiental em agua proveniente de uma plantacao

de cana-de-agucar

3.2.4.1. APLICAGCAO DO SENSOR BIOMIMETICO

As amostras de agua foram coletadas na regido de uma plantagdo de
cana-de-agucar de um sitio localizado na regido de Araraquara do estado de S&o
Paulo no Brasil. Apés a coleta das amostras, estas foram enriquecidas com HXZ na
concentracdo de 6,0 x 10° mol L' e, em seguida, analisadas pelo sensor
biomimético proposto. Para tal, foi usado o método da adicdo de padrao e calculada
o valor da recuperacao do analito.

Apos a obtencao da equacido da reta correspondente foi obtida uma
concentracdo na cela de 5,75 x 10" mol L7, que equivale a uma concentracao na
amostra enriquecida de 5,75 x 10 mol L equivalendo a uma recuperacao de
95,8%, mostrando o excelente desempenho do sensor, mesmo para concentragoes

na faixa de nanomolar na amostra.
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3.2.4.2. APLICAGAO DO MIP17 COMO MATERIAL ADSORVENTE
EM EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

Finalmente, vista que a aplicagdo mais comum para os MIPs €& na
extracdo em fase solida, o MIP sintetizado foi avaliado em cartuchos MISPE na
mesma amostra avaliada no sensor.

Para isto, 50 mg de MIP17 limpo e seco foram empacotados
cuidadosamente em cartuchos SPE de 6 mL de capacidade. A seguir, foram
passados 5 mL de metanol e 5 mL de tolueno coma finalidade de condicionar o
material adsorvente. Seguidamente, os cartuchos foram submetidos a fluxo de ar
comprimido para secagem do MIP17, e entdo, foram lentamente adicionados, na
vazdo de 1 mL min™", 100 mL da amostra de agua enriquecida com 10 mg L™ de
HXZ. Na etapa seguinte o cartucho foi lavado 5 vezes com 5 mL de metanol para
tirar os interferentes e o analito foi eluido com 10 mL de solugdo de MeOH : acido
acético (60/40, v/v). Os eluatos foram evaporados com fluxo de nitrogénio e
reconstituidos com 10,0 mL metanol, pré-concentrando a amostra em 10 vezes.
Finalmente, as amostras foram injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia e
monitoradas a 240 nm. A Figura 51 mostra a curva analitica dos padrées de HXZ no
cromatografo.

Os resultados mostraram uma recuperagado de 84% para os 10 mg L
extraidos (Figura 52), o qual mostra a alta eficiencia deste MIP17 como material

adsorvente em SPE.
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Figura 51. Cromatogramas obtidos para padroes de HXZ, tal como descrito na parte

experimental.
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Figura 52. Cromatogramas comparativos para um padrao de 100 mg L' de HXZ e o
cromatograma resultante da aplicagio do MIP17 como MISPE, apés pré-

concentracao de 10 vezes.
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CAPITULO 4
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4- CONCLUSOES

Esta tese de doutoramento, mostrou o desenvolvimento satisfatorio e
aplicabilidade de sensores a base de enzima POD extraida de extrato vegetal
(agai) e de polimero biomimético (MIP) para detecgao sensivel e seletiva de

hexazinona.

A aplicagao satisfatoria da enzima peroxidase (POD) extraida da polpa de acgai
na construcdo de biossensores é inédita na literatura, e abre caminho para o
estudo de outras fontes naturais da regido norte do Brasil, aproveitando a
grande diversidade existente no pais, visando o aproveitamento de fontes

enzimaticas de baixo custo.

Para o desenvolvimento do sensor biomimético, a base de MIP seletivo a HXZ,
foi usada com sucesso a simulacdao computacional no auxilio da escolha do
melhor mondémero para obtencdo do MIP com melhor desempenho no
reconhecimento molecular do analito. Este procedimento, ajudou na economia
de tempo e reagentes, assim como na diminuicdo de residuos que seriam
gerados durante a otimizagdo do MIP. Os sensores construidos usando este
MIP, mostraram um excelente desempenho no que diz respeito a deteccédo de

HXZ em niveis de concentragdo nanomolar e na seletividade.
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Dos sensores construidos para HXZ, o sensor biomimético mostrou melhor
desempenho perimitindo a detecgao deste analito com 10° unidades menor de
concentragao. Isto ¢, um LOQ de 6,6 x 10 mol L™ para o biossensor a base de
licor de acai contra 5,8 x 102 mol L™ para o sensor & base de MIP. Mostrando
que sistemas de analise baseados em compostos biomiméticos oferecem uma

alternativa real na obtengao de sensores com alto desempenho.
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