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RESUMO

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de sistemas de analise usando
compostos biomiméticos para determinacado de poluentes ambientais. O primeiro
sistema biomimético proposto para a enzima P450 se baseou no uso de eletrodos
modificados com compostos supramoleculares de ftalocianina ou porfirina metalicas,
que mimetizaram a ferro protoporfirina 1X, que é o sitio ativo catalitico das enzimas
P450. Os complexos avaliados permitram que os sensores modificados
apresentassem caracteristicas vantajosas, como excelente atividade catalitica e alta
transferéncia eletrbnica. A comprovacédo da biomimetizacao foi realizada através de
dados obtidos usando amperometria e voltametria de onda quadrada.

Os complexos utilizados nesse estudo como potenciais mimetizadores da
enzima P450 para monitoramento dos agrotdxicos 2,4-D, diuron, carbofurano e do
farmaco diclofenaco  foram, respectivamente, 0 cloro 5,10,15,20-
tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina  ferro (lll); o 29H,31H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (ll); a hemina e a 29H,31H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (llI). Adicionalmente, neste periodo foi
desenvolvido um sensor eletroquimico para detec¢cao de thiram, usando eletrodo
impresso modificado com nanotubos de carbono.

Os sensores propostos apresentaram tanto em sistemas em batelada como
em fluxo (FIA), uma sensibilidade entre 1,0 x 10* e 1,1 x 10° pA L mol” e um limite
de detecgdo que variou entre 2,0 x 10° e 1,3 x 10° mol L. Quando avaliada a
seletividade dos sensores com outras substancias quimicas foi verificada alta
seletividade nos potenciais de analise de cada analito. Por exemplo, o sensor
biomimético para determinacdo de diuron, apresentou sinal eletroquimico somente
para este analito quando realizada amperometria em potencial de 750 mV, nao
apresentando resposta para os outros compostos analisados (carbofurano, thiram,
clorpirifés, metribuzin, 2,4-D, hexazinona, ametrin, profenofés e carbendazim). Em
relagdo a estabilidade e reprodutibilidade dos sensores, as curvas de calibracao
realizadas em ftriplicata de cada sensor proposto foram satisfatérias com um RSD
proximo a 4%. Quando aplicado em amostras reais (amostras de solo, aguas de
rios, soro bioldgico, formulagdes farmacéuticas), os resultados obtidos nos estudos
de recuperacgao aplicando os métodos de adicdo de padréao e padrao externo foram

proximos a 100%, demonstrando a alta eficiéncia dos sensores construidos.



A segunda estratégia biomimética avaliada neste trabalho foram os polimeros
molecularmente impressos, mais conhecidos como MIP (Molecularly Imprinted
Polymer). Os MIPs sdo um tipo de material que apresentam reconhecimento
biomimético de analitos de interesse, semelhante aos sistemas especificos enzima-
substrato e/ou antigeno-anticorpo. A polimerizagdo adotada para desenvolvimento
dos MIPs foi a polimerizagdo em bulk. Os melhores MIPs desenvolvidos foram
caracterizados superficialmente por microscopia eletrbnica de varredura e método
BET (Bunauer-Emmett-Teller). No método BET foi possivel obter resultados de
areas superficiais para os polimeros sintetizados, com destaque para o MIP
sintetizado com acido metacrilico que apresentou uma area superficial de 861 cm?/
g, volume de poro 0,67 cm® e diametro de poro de 6,3 nm. A espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada para verificar a
presenca do template diuron no MIP e também para avaliar a adsor¢ao de diuron em
estudos de religagao.

Para verificar a eficiéncia dos MIP desenvolvidos foi avaliada a cinética do
sistema através de estudos de adsor¢céao em diversos intervalos de tempo, onde se
pode verificar a interagdo do substrato com o MIP e NIP (polimero de controle sem
cavidade seletiva). No estudo cinético tendo como template, o diuron, visualizou-se
que o intervalo de tempo de 3 horas foi considerado como 6timo para experimentos
de adsorgao, pois a partir desse tempo, a saturagao na adsor¢cao do MIP foi bem
maior que a do NIP. Em seguida, foram obtidas as isotermas de adsor¢cdo no
intervalo de concentracdo entre 10 e 180 mg L™ de analito (diuron). Para tal, foram
usadas uma mistura de 0,05 mol L de tampao fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0.
Quando avaliado os modelos de adsor¢gao de Langmuir e Freundlich, observou-se
que a adsorgao do template pelo MIP adequou-se mais na isoterma de Langmuir.
Uma vez avaliadas e otimizadas as caracteristicas analiticas do MIP para diuron, os
mesmos foram usados como material adsorvente em extracdo em fase sodlida
(MISPE) e ao analisar amostras de aguas de rios enriquecidas com diuron, os
resultados obtidos foram satisfatérios, uma vez que foi possivel obter recuperacoes

de diuron entre 73 e 75%.

Palavras Chaves: sensores biomiméticos, agrotéxicos, farmacos, FIA, batelada, CLAE,

polimeros molecularmente impressos, nanotubos, 6xido de grafeno.



ABSTRACT

This work presents the development of systems using biomimetic compounds
for determination of environmental pollutants. The first proposed biomimetic system
is based on modification of electrodes with supramolecular compounds of
phthalocyanine or porphyrin metal, that mimicked the iron protoporphyrin IX (active
site of P450 enzymes). The complex evaluated in this work allowed the constructed
sensors with some advantageous characteristics such as excellent catalytic
activity and high electronic transfer. The verification of the biomimetization was
performed through data obtained by amperometry and square-wave voltammetry.
The complexes used in this study as potential catalysts P450 enzyme for monitoring
of pesticides 2,4-D, diuron, carbofuran and the drug diclofenac were, respectively,
the chlorine 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)-21H22,23H-porphyrin iron  (lll);
the 29H,31H)-phthalocyanine-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi nickel (ll); the hemin
and 29H,31H)-phthalocyanine-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi copper (11).
Furthermore, during this period a sensor was developed for the detection of thiram
using carbon nanotube modified electrode.

The proposed sensors showed in batch and flow (FIA) systems, sensitivity
between 1.0 x 10*and 1.1 x 10° L mol™ pA and a detection limit between 2.0 x 10°
and 1.3 x 10®° mol L. When evaluated the selectivity of the sensor with other
compounds was observed high selectivity, for example, the biomimetic sensor
showed only electrochemical signal for diuron when performed amperometry in
potential of 0.75 V. The compounds were carbofuran, thiram, chlorpyrifos, metribuzin,
2,4-D, hexazinone, ametryn, profenofos and carbendazim. The stability and
reproducibility of the sensors were realized satisfactory with calibration curves with
RSD of 4%. When applied to real samples (soil samples, water from rivers, biological
serum, pharmaceutical formulations), the results obtained in studies of recovery by
applying the methods of standard addition and external standard were close to
100%, demonstrating the high efficiency of the sensors constructed.

The second biomimetic strategy evaluated in this work was Molecularly
Imprinted Polymer (MIP). The MIPs are a type of material which exhibit biomimetic
recognition to analytes of interest, similar to the particular enzyme-substrate systems

or antigen-antibody. The polymerization adopted for the development of MIP was



bulk polymerization. The best MIPs developed were characterized by scanning
surface electron microscopy and BET (Bunauer-Emmett-Teller) method. BET method
was possible to obtain results for polymers surface areas, especially the MIP
synthesized with methacrylic acid which had a surface area of 861 cm? / g, pore
volume of 0.67 cm® and pore diameter of 6.3 nm. The infrared Fourier transform
spectroscopy (FTIR) was used to verify the presence of diuron in the MIP and also to
evaluate the adsorption in studies of adsorption.

The efficiency of development of the MIP was verified by evaluating kinetics of
the adsorption based on the adsorption study at different intervals of time, where can
verify the interaction of the substrate with the MIP and NIP (non-imprinted polymer).
During kinetics study of diuron as template, three hours was considered as an
optimal interval time for the adsorption experiments, after this time the saturation of
adsorption on MIP was higher than NIP. Adsorption isotherms were obtained in the
concentration range between 10 to enter 180 mg L™ for the analyte (diuron). Finally,
a mixture of 0.05 mol L™ phosphate buffer/acetonitrile (1:2 v/v) pH 7.0 was used in
this analysis. Langmuir and Freundlich adsorption models were evaluated and it was
observed that Langmuir isotherm was more adequate for the adsorption of template
on MIP. Once evaluated and optimized characteristics of the MIP for diuron, it was
used as adsorbent material in solid phase extraction (MISPE) for analyzing samples
of waters of rivers enriched with diuron. The results obtained were very satisfactory

since it was possible to recover diuron between 73 and 75%.

Keywords: biomimétic sensors, pesticides, drugs, FIA, batch, HPLC, MIP, Carbon

nanotube, graphene oxide.
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1 INTRODUGAO

A sobrevivéncia e o desenvolvimento da humanidade dependem de
condicbes ambientais favoraveis e estaveis. Nas ultimas décadas tem ocorrido com
grande frequéncia a contaminagéo do solo e aguas de rios por poluentes organicos,
com destaque para os agrotoxicos e os farmacos que sdo muito utilizados no dia a
dia. Nesse trabalho sera realizado uma breve abordagem da importancia da
utilizagcado de agrotoxicos e farmacos e os prejuizos que essas substancias podem

ocasionar ao meio ambiente e ao homem.

Os agrotoxicos s&o substancias potencialmente toxicas e podem ser
classificados como inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos),
herbicidas (controle de plantas invasoras), fumigantes (controle de bactérias do
solo), acaricidas (controle de &caros) entre outros.’ Sdo aplicados em ambientes
hidricos, urbanos e industriais e, em larga escala, na agricultura e pastagens para a
pecudria com a finalidade de aumentar a produtividade.? Os agrotoxicos podem
sofrer no ambiente, processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, os quais podem
modificar as suas propriedades e influenciar no seu comportamento, inclusive com a
formacdo de subprodutos com propriedades absolutamente distintas do produto
inicial e cujos danos & salde ou ao meio ambiente também s&o diferenciados.?
Deve-se considerar que todos os agrotoxicos sao potencialmente perigosos e
podem causar danos a saude das pessoas, animais e ao meio ambiente. Neste caso
devem ser levados em conta varios fatores como as caracteristicas quimicas e
toxicolégicas do produto, a exposicdo do individuo e as condi¢bes gerais do
trabalho. Pode ocorrer de forma direta, durante a aplicagcdo ou por manuseio do
produto ou de forma indireta, através da agua contaminada e alimentos ingeridos.* A
intoxicagao por agrotoxicos pode promover no homem diversos problemas de saude,
como nervosismo, tremores no corpo, indisposi¢cao, fraqueza e mal estar, dor de
cabeca, tonturas, vertigem, alteragdes visuais, nauseas, vOmitos, cdlicas
abdominais, dificuldade na respiracao, alteracbes da pele, dores pelo corpo inteiro,
irritagdo de nariz, garganta e olhos, convulsdes, desmaio, paralisias, neoplasias e
morte. Estes sintomas podem surgir de imediato apds exposigcdo ou ingestao
exagerada de agrotdxicos ou podem ocorrer de modo tardio, apds alguns meses ou

anos.’
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No Brasil, os agrotoxicos sdo considerados extremamente importantes no
modelo de desenvolvimento da agricultura no Pais, sendo que seu surgimento nao
se deu de forma natural, ao contrario, foi através de um conjunto de etapas como na
Segunda Guerra Mundial, quando os restos de armas quimicas utilizados na guerra
foram adaptados para a agricultura com o objetivo principal de resolver o problema
das empresas que ficariam com seus estoques e complexos industriais “Revolucéo
Verde”. Outro fato histérico que marcou a enorme disseminagao da utilizagdo dos
agrotéxicos no Brasil foi a Lei 7.802, que facilitou o registro de centenas de
substancias toxicas, muitas das quais ja proibidas nos paises desenvolvidos.®

Atualmente o Brasil € o maior consumidor de agrotdxicos do mundo com um
crescimento no consumo entre 2002 a 2012 de 190%.” Ao longo das duas Ultimas
décadas o monitoramento de residuos de agrotdéxicos em alimentos no Brasil foi
marcado por uma série de esforgos isolados de o6rgdos estaduais de saude,
agricultura e instituicbes de pesquisas. Esse fato sempre impediu que o Pais tivesse
uma nogao clara dos niveis de agrotoxicos encontrados em seus produtos
agricolas.”

Em 2011/2012, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através
do programa da analise de residuos de agrotoxicos em alimentos (PARA) realizou
uma pesquisa com O objetivo de monitorar a quantidade de agrotoxicos em
alimentos. Nessa pesquisa foi apurado que 36% das amostras de 2011 e 29% das

amostras de 2012 apresentaram resultados fora dos limites permitidos (Figura 1).2

Figura 1 - Quantidade de agrotoxicos encontrada em alimentos coletados em varios

supermercados do Brasil.
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Segundo estimativa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os cénceres
ocasionados pelos agrotoxicos sao responsaveis por 63% das 57 milhdes de mortes
declaradas no mundo em 2008, cerca de 50% do volume global. A OMS estima um
aumento de 15% nos 6bitos entre 2010 e 2020. No Brasil, os canceres provocados
pela contaminagdo por agrotdxicos representam a principal causa de 6bito, sendo
responsaveis por 74% das mortes ocorridas em 2008 (894 mil ébitos). Nesses Obitos
ocorridos encontram-se uma percentagem bem significativa de trabalhadores que
foram expostos a agrotoxicos devido a falta ou uso incorreto dos equipamentos de

proteco individual (EPI).°

Na Tabela 1 sdo apresentados os limites regulamentados de residuos dos
agrotoxicos estudados nessa tese de doutorado. Os valores informados referem-se
a quantidade maxima de agrotdxicos em aguas para consumo humano que tiveram
como base os valores de referéncia emitidos pela OMS, Australia, Estados Unidos,

Nova Zelandia, Jap&o, Canadd, Unido Européia, e Taiwan.™

Tabela 1 - Comparacao dos valores de referéncia para a maxima quantidade de residuos de

agrotoxicos permitidos em agua potavel.”

Concentragdo maxima permitida (ug L™)

Agrotoxicos

Australia| Europa| Nova Zelandia | Japdo | Canada | Taiwan | Brasil
Carbofurano 10 40 8 -- 90 500 -
2,4-D 30 70 40 300 100 1000 | 30
Diuron 30 0,5 -- -- 150 - --
Thiram 3 - 6 - - - -

Os farmacos sao substancias quimicas com estruturas quimicas e
propriedades definidas. Sdo mundialmente utilizados todos os dias com o objetivo de
prevenir, combater enfermidades, proporcionando assim maior longevidade e melhor
qualidade de vida. Durante o tratamento ou prevengao de algum problema de saude,
as pessoas adquirem medicamentos que, muitas vezes, ndo sao consumidos por

completo e acabam sendo descartados em lixos ou em esgoto doméstico. Durante



Capitulo I - Introdugao / 4

esse processo, os farmacos podem atingir o solo, lagos e aguas de rios."" A
ocorréncia de farmacos no meio ambiente tem se tornado um assunto de interesse
nos ultimos anos. Recentemente, o monitoramento de farmacos residuais no meio
ambiente vem ganhando grande interesse devido ao fato de muitas dessas
substancias serem frequentemente encontradas em efluentes de estacbes de
tratamento de esgoto (ETEs) e aguas naturais, em concentragdes na faixa de ng L™
e Jg L™, sendo a contaminac&o de farmacos por excre¢gao humana a principal forma
de contaminagdo ambiental. Estudos demonstram que varias dessas substancias
parecem ser persistentes no meio ambiente e ndo sao totalmente removidos nas
ETEs, uma vez que os processos comumente utilizados para tratamento de aguas
residuais ndo sao completamente eficientes para a completa remocédo destes
residuos.'*™

Os farmacos foram desenvolvidos para ser persistentes, mantendo suas
propriedades quimicas o bastante para servir a um propdsito terapéutico. O farmaco
ap6s administrado € absorvido e metabolizado, sendo uma parte significativa
excretada no esgoto doméstico. Essa quantidade em termos de percentagem varia
de 40% a 90% do farmaco em sua forma inicial. E uma vez excretado no meio
ambiente pode sofrer bioacumulagdo em organismos aquaticos, como no caso dos
peixes, que por sua vez podem ser consumidos posteriormente por animais ou
mesmo pelo homem.™' Os farmacos constituem um grupo extenso e diversificado
de compostos quimicos muito utilizados em todo o mundo. Considerando apenas a
Unido Européia temos disponiveis mais de trés mil compostos ativos no mercado, e
assim a preocupacado com o impacto ambiental provocado por essas substancias &
de extrema relevancia, pois embora os farmacos desempenhem um papel
importante no organismo, podem ocasionar efeitos indesejados em organismos nao
alvos.™

O estudo de potenciais riscos ambientais &, atualmente, pratica corrente que
deve ser realizada nos laboratérios das industrias farmacéuticas visando a
seguranga ambiental e impacto a saude do homem. Os farmacos, assim como seus
produtos de degradagao, em termos de periculosidade possuem alguns agravantes
como: persisténcia no meio; efeito fisioldgico, devido a sua reatividade; aumento de
seu efeito com o aumento da concentragdo e poder de combinacdo com outras
substancias que podem promover maior dano meio ambiente. Os efeitos adversos

causados por compostos farmacéuticos incluem toxicidade aquatica,
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desenvolvimento da resisténcia em bactérias patogénicas, genotoxicidade, disturbios
enddcrinos e reprodutivos em peixes.''® Diante disso podemos dizer que a
ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos
adversos em organismos aquaticos e terrestres, mesmo em casos em que a
concentracdo de farmacos encontrados no ambiente for baixa, pois podem
apresentar sinergismo. O efeito pode ser em qualquer nivel da hierarquia biologica:
célula — tecido - 6rgaos — sistema - organismo - populacgao - ecossistema.
Atualmente, tem sido reportado na literatura o desenvolvimento de
metodologias analiticas suficientemente sensiveis na determinacdo dos farmacos
residuais em ambientes aquaticos, com limites de detecgdo na ordem de ng L'e Mg
L"."5"® Esses métodos de andlise sdo importantes para o monitoramento de
substancias de origem farmacoldgica, uma vez que a resolugdo do Conama n°
357/2005 nao apresenta diretrizes especificas sobre o langamento de compostos
organicos de origem farmacéutica em efluentes. Nela dispéem-se apenas sobre a

classificagdo e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos de agua

superficiais e estabelece as condigdes e padrdes de langamento de efluentes.’
Figura 2 - Exemplos de farmacos presentes no meio ambiente
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1.1 ANALITOS DE INTERESSE DESTE TRABALHO

Para o desenvolvimento do trabalho foram escolhidos os agrotéxicos 2,4-D,
diuron, thiram, carbofurano e o farmaco diclofenaco que podem ser considerados

potenciais poluentes ambientais.

1.1.1 Diuron

O diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia] € um agrotdxico pertencente ao
grupo das feniluréias. As principais caracteristicas desta molécula estédo
relacionadas a sua baixa solubilidade em agua, 40 mg L™ a 25 °C e sua persisténcia
no solo que pode variar de alguns meses a 1 ano, dependendo da quantidade de
diuron aplicado.” O diuron 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia (Figura 3) &
amplamente usado no controle de ervas daninhas em campos de cultivo de soja,
algodao, cana-de-agucar, frutas citricas, trigo e café em sistema de pré e pds-
emergéncia. Apesar de seu uso proporcionar maior rendimento nas colheitas e
consequentemente maiores lucros, o diuron promove grande impacto ambiental em
algas, fungos, plantas, animais e até mesmo ao homem.'® Estudos realizados por
orgaos competentes, como a agéncia de protegdo ambiental norte-americana (EPA),
provaram que esse herbicida promove a formacdo de tumores em ratos e, dessa
forma, pode ser classificado como provavel agente cancerigeno/mutagénico a
espécie humana. O diuron em contato direto com o homem provoca a irritagao nos
olhos, pele, mucosa e perturba o funcionamento do sistema imunolégico. Provoca
também anormalidades no sangue, figado e baco e atua como disrruptor

endocrino.™®

Figura 3 - Estrutura quimica do diuron.
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1.1.2 Acido diclorofenéxiacético (2,4-D)

O acido diclorofenoxiacético conhecido como 2,4-D (Figura 4), pertence a
classe quimica dos fenoxiacéticos, sendo o primeiro herbicida usado no controle de
plantas daninhas latifoliadas. E um dos herbicidas mais usados no mundo, sendo
recomendado seu uso em pastagens, gramados e culturas gramineas (arroz, cana-
de-acucar, milho, trigo, etc). O 2,4-D apresenta uma degradacao lenta, com baixa
absorgao no solo e por isso, sua presenga no meio ambiente & comum.?® O herbici-
da 2,4-D foi desenvolvido a partir do ano de 1940, durante a segunda guerra
mundial, sendo um dos componentes do agente laranja (junto com o 2,4,5-T, na
guerra do Vietnd). E um produto que foi usado como arma quimica, causando a
morte e malformagdes em milhares de pessoas. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (Anvisa) classificou o 2,4-D como Extremamente Téxico para a
saude (Classe |) e perigoso para o meio Ambiente (Classe Ill). Apresenta
solubilidade de 0,6 mg L'1, toxicidade moderada para mamiferos, sendo absorvido
pela pele, por via digestiva e por inalagao, promovendo agudamente, alteracbes da
glicemia de forma transitoria, simulando um quadro clinico de diabetes, alteragdes
neuromusculares por neurite periférica, problemas renais, cardiovascular e muscular
e em longo prazo podem causar disturbios reprodutivos e alguns tipos de cancer

como linfoma.?"??

Figura 4 - Estrutura quimica do 2,4-D

Cl Cl

1.1.3 Carbofurano
O carbofurano (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil-N-metil  carbamato)
(Figura 5) apresenta um dos mais elevados efeitos toxicos para os seres humanos

que qualquer outro agrotoxico utilizado.”® E um agrotoxico sistémico, no qual a
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planta o absorve através das raizes, e o distribui para todas as partes do vegetal.
Sua presenca em alimentos tem recebido atencdo mundial devido a sua solubilidade
de 0,7 mg L' de agua a 25°C, e devido ao fato de que pode causar toxicidade aguda
no homem.? Em animais os principais sintomas verificados foram perda de
equilibrio, lacrimejamento, dispnéia e tremores. A dose letal de carbofurano
realizada em ratos foi de 7 a 10 mg / kg.>>?*

O carbofurano apresenta curta persisténcia no ambiente e pequeno
deslocamento em regides adjacentes. E utilizado para controle de insetos em uma
grande variedade de culturas como algod&o, amendoim, arroz, milho, trigo, feijao,
banana, batata, café, cana-de-agucar, cenoura, repolho e tomate. Seu uso tem
aumentado nos ultimos anos, porque € um dos poucos inseticidas eficazes contra os

pulgdes de soja.?*
Figura 5 - Estrutura quimica do carbofurano.

CH,
CH,

E um composto relativamente solGvel em agua e é hidrolisado com facilidade
em meio basico formando diéxido de carbono, 7-hidroxicarbofurano e 7-metilamina.
O principal metabdlito do carbofurano tanto em plantas quanto por agao
microbiolégica € o produto de oxidacado, 3-hidroxicarbofurano. No ambiente, a
permanéncia do carbofurano € controlada por processos de degradacdo que,
dependendo do meio (solo, planta ou agua), pode ser quimica ou bioldgica.?® A sua
solubilidade em agua e o baixo coeficiente de adsorgéo no solo, Koy = 1,52, a 20° C,

facilitam seu transporte para rios e lengois freaticos.
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1.1.4 Thiram

O thiram ou dissulfeto de tetrametilthiuram (Figura 6) €& um
dimetilditiocarbamato usado como fungicida comum para prevenir danos de culturas
no campo e proteger as colheitas da deterioragdo na estocagem ou transporte. O
thiram também é usado como protetor de sementes e para proteger frutas, vegetais
e plantas ornamentais de uma variedade de doengas causadas por fungos sendo
aplicado em meios de cultura como soja, arroz, algodao, milho, feijao, ervilha e
trigo.26 Esse fungicida é prejudicial ao ambiente e apds sua aplicagdo, processos
fisico-quimicos como dessorgao/adsorgéo e outros fendbmenos quimicos e biolégicos
podem ocorrer.?” Existem relatos sobre os efeitos adversos no sistema hepatico, no
sistema reprodutivo e no processo de desenvolvimento do homem. O thiram possui
a caracteristica de formar complexos metalicos e considerando essa interacao pode

alterar a toxidade do composto, podendo diminuir ou até aumentar.?

Figura 6 - Estrutura quimica do thiram

| S
S \

1.1.5 Diclofenaco

O diclofenaco conhecido quimicamente como 2-[(2,6-diclorofenil)amino] sal
monossodico ou benzenoacético monopotassico (Figura 7) € um antiinflamatoério
nao-esteroide (AINE) com acdo principalmente analgésica e antiinflamatéria, ndo
sendo usado especificamente como antipirético, embora também tenha esta agéo.29
Devido ao uso extensivo, residuos de diclofenaco tém sido detectados em aguas
superficiais como rios e lagos. O diclofenaco e seus produtos de degradagao podem
causar alguma persisténcia ambiental e efeitos fisiologicos, devido a sua reatividade
e pelo poder da combinacdo com outras substancias que podem promover uma
maior toxicidade para os seres humanos e ao meio ambiente.*® Ha evidéncias que a

exposigao prolongada em concentragdes ambientalmente relevantes de diclofenaco
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leva ao comprometimento da saude geral dos peixes, induzindo lesdes renais e
alteracdo das branquias. A intoxicacdo de diclofenaco no homem provoca vomito,

hemorragia, diarréia, convulsao, insuficiéncia do figado, lesdes renais e estomacais.
31,32

Figura 7 - Estrutura quimica do diclofenaco de sodio
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1.2 SENSORES ELETROQUIMICOS

Os sensores eletroquimicos sao dispositivos que fazem uso de reacdes
eletroquimicas, nas quais o sinal analitico proveniente de reacdes de oxidagao ou
reducdo € convertido em uma resposta mensuravel através de um transdutor
adequado. O transdutor € um dispositivo que transforma uma forma de energia em
outra de modo que possa ser quantificavel e processavel.>**

Os sensores eletroquimicos tém lugar de destaque entre os modernos
instrumentos de analise. Os mesmos podem ser utilizados para a determinacao da
concentracdo de analitos de interesse. Em virtude de possibilitarem um
monitoramento continuo, permitem a aquisicdo de informag¢des em tempo real sobre
o(s) analito(s).>

Dentre os diversos tipos de sensores eletroquimicos (amperométricos,
potenciométricos, impedimétricos e condutométricos), o uso de sensores
amperomeétricos tem se mostrado bastante atraente, devido a sua simplicidade
experimental, ampla aplicagdo e baixo custo. Estes dispositivos, em geral,
funcionam por aplicagdo de uma diferenga de potencial entre um eletrodo de
trabalho e um eletrodo de referéncia, o que proporciona a oxidagdo ou reducao da
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especie eletroativa sobre o eletrodo de trabalho e possibilita a medida da corrente
resultante, a qual é proporcional a concentragcdo do analito. A quantificacdo do
analito de interesse pode ser realizada usando técnicas voltamétricas ou
amperomeétricas.*®

Existem atualmente diversos tipos de eletrodos que podem se apresentar sob
diferentes maneiras, usando uma variedade de materiais que permitem o
monitoramento de diversas substancias como farmacos, agrotoxicos, corantes,
compostos fendlicos, etc. A modificagcdo da superficie do eletrodo com materiais
especificos tem como finalidade alterar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solugcdo, possibilitando melhorar o desempenho dos sensores
eletroquimicos. Eletrodos assim preparados sao chamados de eletrodos
quimicamente modificados (EQM).*

Os EQM foram inicialmente utilizados na eletroquimica por Murray e
colaboradores para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas
convenientemente imobilizadas na superficie desses dispositivos. A modificacdo tem
como objetivo alterar a reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim
o desenvolvimento de um dispositivo com respostas similares aos métodos
convencionais. A escolha do tipo de eletrodo e do material € um aspecto muito
importante na preparagdao de um EQM. Os eletrodos que tém sido muito utilizados
recentemente sado: eletrodos de pasta de carbono, ouro, platina, carbono vitreo,
diamante dopado com boro.%":3®

Os tipos de imobilizacdo mais comumente usados para imobilizar o
modificador na superficie do eletrodo sdo a imobilizagdo por adsorc¢do, ligagao

covalente e oclus&o.3%*

Imobilizagdo por adsorgdo: consiste na dissolugdo do agente modificador em
um solvente apropriado e na imersao por um determinado tempo do eletrodo nesta
solugcdo. Geralmente é empregado nesse tipo de imobilizacdo eletrodos de grafite
pirolitico e pasta de carbono. A técnica de adsor¢ao € bastante empregada, dada
sua simplicidade e eficiéncia em muitos casos. No entanto, a mesma apresenta a
desvantagem de n&o ser muito duradoura devido a dessorgdo do modificador que se
encontra na superficie do eletrodo. Esse fato acaba comprometendo a resposta do

sensor e seu tempo de vida.**4°
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Imobilizagéo por ligagdo covalente: O modificador é fixado covalentemente ao
substrato do eletrodo com a manipulagdo da reatividade dos grupos funcionais do
modificador e do substrato. Substratos como o carbono e éxidos metalicos sdo muito
convenientes para estabelecer ligagbes com ésteres, éteres, amidas, entre outras
espécies. O método de modificacdo via ligagcdo covalente é bastante estavel em

relacdo aos demais métodos, contudo requer maior tempo para a realizagdo. >

Imobilizagdo por oclusdo em filmes poliméricos: consistem no recobrimento
da superficie do eletrodo com filmes poliméricos condutores ou permeaveis ao
eletrdlito de suporte e a espécie de interesse. A modificagdo com membranas
poliméricas permite a imobilizacdo da espécie ativa na superficie modificada,
ampliando consideravelmente a resposta eletroquimica. Desta forma, filmes
poliméricos tém sido empregados em eletrodos quimicamente modificados e usados
no desenvolvimento de sensores para proteger a superficie dos eletrodos de
impurezas, bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes, incorporar
mediadores e fornecer biocompatibilidade. Devido a grande variedade das
caracteristicas dos polimeros, podem-se explorar suas propriedades conforme o

interesse. 3940

Imobilizagéo por oclusdo em materiais compdsitos: destacam-se os materiais
compositos, onde duas ou mais substancias combinadas passam a exibir
propriedades unicas, que ndo sdo possiveis de serem obtidas a partir de seus
componentes individuais. Compdsitos podem ser formados pela combinacdo de
diferentes materiais, do tipo inorganico-inorganico, organico-organico ou organico-
inorganico (sendo, neste ultimo caso, também chamados de materiais hibridos).
Esta técnica é adequada para modificar eletrodos a base de carbono, tais como em
eletrodos de pasta de carbono e grafite-epdxi. Uma caracteristica importante é que o
aglutinante empregado na sintese da pasta de carbono deve ser inerte, sendo
geralmente empregado 6leo mineral (Nujol). 34

A Figura 8 apresenta um esquema dos tipos de imobilizagdo mais abordados
e utilizados na elaboragao de sensores eletroquimicos.

Esta grande variedade de materiais proporciona um grande campo de
atuacdo dos EQMs. Desta forma, a utilizacdo dos EQM é uma area em franca

expansao, principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos materiais e
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novos métodos de modificacdo de superficie de eletrodos, como na utilizacdo de

nanoparticulas, que visa ampliar e potencializar as respostas de sensores

eletroquimicos.

Figura 8 - Tipos de imobilizacao reportados na literatura. 39-42
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As técnicas analiticas mais utilizadas nas aplicacbes dos eletrodos
modificados sao técnicas voltamétricas, amperométricas e potenciométricas. Essas
técnicas estao relacionadas com as diferentes aplicacbes e funcbes basicas do
eletrodo modificado, que incluem os seguintes fendbmenos: pré-concentragao, reacao

eletroquimica e eletrocatalise.***®

- Pré-concentracdo: Para solugdes diluidas, a acumulagao (pré-concentragao) de um
analito de interesse pode ser feita em eletrodo modificado com a funcao de receptor.
A acumulacéao é preferencialmente causada pela interacdo quimica seletiva entre o
analito e o agente modificador ou mediante a aplicagdo de um determinado
potencial. Os mecanismos de acumulagdo podem envolver alguns processos como

troca idnica, ligacdo covalente e quimissorgao.*?*®

- Reagédo eletroquimica: O analito reage seletivamente com o modificador

imobilizado na superficie do eletrodo produzindo um sinal mensuravel. 44
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- Eletrocatalise: o modificador usado tera a funcédo de reduzir a energia de ativacao
da transferéncia de elétrons, aumentando a velocidade de transferéncia e,
consequentemente, ampliando o sinal analitico, e/ou mesmo diminuindo o

sobrepotencial de analise tornando o sensor mais seletivo.*?43

Figura 9 - Mecanismo de reagdo do modificador na superficie do eletrodo (EQM).*
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Dentre as espécies quimicas que podem diminuir o sobrepotencial, temos as
quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinometano, compostos organometalicos
(ferroceno, metaloporfirinas e metaloftalocianinas) e nanoparticulas.*>*® A Figura 9
apresenta uma ilustracdo da reacdo eletroquimica promovida com uso de

mediadores.

1.2.1 Transdutor e camada de reconhecimento

O transdutor corresponde ao dispositivo que converte a mudancga fisica ou
quimica, na camada de reconhecimento, num sinal fisico mensuravel. Os
transdutores podem ser subdivididos em quatro grupos principais, de acordo com o
principio de funcionamento: Eletroquimicos, opticos, piezoeléctricos e térmicos
(Figura 10).
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Dentre os transdutores mencionados, os transdutores eletroquimicos tem se
destacado devido a sua alta sensibilidade, especificidade, analise rapida e exata.
Essas caracteristicas vantajosas tem permitido o desenvolvimento de novas
ferramentas de analise, como por exemplo, os biossensores que utilizam
componentes bioldgicos como células, tecidos, anticorpos, antigeno, proteina, DNA

Oou enzimas, os quais sao imobilizados na superficie de eletrodos.

Figura 10 - Tipos de transdutores empregados em sensores e representacdo esquematica

de um sensor.
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A camada de reconhecimento € o componente muito importante para
qualquer tipo de sensor, fornecendo a seletividade do sensor a um analito em
particular, dentro de um grupo de analitos, evitando assim a interferéncia de outras
substancias. Inumeros materiais sensiveis tém sido usados como camadas de
reconhecimento em sensores eletroquimicos, desde elementos biolégicos, como por
exemplo as enzimas e os anticorpos (no caso dos biossensores) e elementos
sintéticos (materiais organicos, inorganicos, cristalinos, amorfos, ionoforos, entre

outros).*

1.2.2 Emprego de nanotecnologia e compostos organometalicos no

desenvolvimento de sensores eletroquimicos

A ciéncia e a tecnologia em nanoescala tém atraido muita atengdo nos
ultimos anos, em fungdo da expectativa quanto ao impacto que os materiais
nanoestruturados podem causar em diversas areas. Com o exponencial crescimento
nos ultimos anos da ciéncia em nanoescala, alguns termos surgiram para designar
essa area de conhecimento: o termo “nanociéncia” vem sendo utilizado para
descrever a preparagao e o estudo do comportamento de materiais em escala
nanométrica, enquanto que o termo “nanotecnologia” se refere ao desenvolvimento
e aproveitamento desses materiais com propriedades diferenciadas ou
potencializadas.*’

A nanotecnologia de uma forma geral corresponde a metodologia de
processamento envolvendo a manipulacdo de atomos, ao passo que a nanociéncia
se refere ao estudo do fenbmeno e da manipulacido de sistemas fisicos que
produzam informagdes significativas, em uma escala nanométrica de tamanho.*’

Por definicdo, os materiais nanoestruturados apresentam pelo menos uma de
suas dimensdes em escala nanomeétrica, e nesta escala de tamanho, os materiais
apresentam novas propriedades, antes ndo observadas quando em tamanho micro
ou macroscopico. Essas propriedades podem ser oticas, elétricas, magnéticas,
cataliticas, etc. Como exemplos mais expressivos podemos citar as nanoparticulas

metalicas*® nanotubos de carbono® e grafeno.*
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1.2.2.1 Nanotubo de carbono

Nanotubos de carbono foram introduzidos por lijima em 1991, apresentando-
se como estruturas unicas e com propriedades mecanicas e eletrbnicas notaveis.
Esses materiais sdo compostos por folhas de grafeno enrolados na forma de um
cilindro fechado, com estrutura hexagonal ligados entre si com hibridizagcdo do tipo
sp2 e dimensbes nanométricas, formando uma cavidade interna oca. Os nanotubos
de carbono possuem usualmente uma faixa de didmetros de poucos angstrons a
dezenas de nandmetros e podem ter comprimentos acima de centimetros.®’

Os nanotubos de carbono podem ser divididos em dois grandes grupos, os de
parede simples, compostos pelo enrolamento de uma unica folha de grafeno
(SWCNT, single walled carbon nanotubes) e os de paredes multiplas (MWCNT, multi
walled carbon nanotubes), que compreendem um conjunto de cilindros concéntricos
com espacamento entre suas camadas da mesma ordem do espagamento
encontrado no grafite (aproximadamente 0,34 nm).>">2

Os nanotubos de carbono sao estruturas quimicas altamente rigidas e
resistentes a tensdes mecanicas. Desempenham simultaneamente as funcdes de
condutores, tanto de calor como de eletricidade. Atualmente tém sido utilizados em
numerosas aplicagbes praticas como dispositivos emissores de elétrons,
armazenagem de energia, sensores eletroquimicos, entre outros.®"*? A utilizagdo de
nanotubos de carbono (Figura 11) em sensores eletroquimicos permite obter maior

area superficial, amplificando o sinal analitico e até promovendo catalise.

Figura 11 - Imagem ilustrativa de nanotubo de carbono.*
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1.2.2.2 Grafeno

O termo grafeno (Figura 12) foi proposto como uma combinagao de grafite e
o sufixo-eno por Hanns-Peter Boehm. E uma folha plana de 4tomos de carbono com
ligacdo sp? densamente compactados e com espessura de um atomo, reunidos em
uma estrutura cristalina hexagonal. Pode ser arranjado em estrutura planar
formando moléculas esféricas de carbono (fulerenos), enrolado em estruturas 1D
formando nanotubos de carbono ou empilhado em estruturas 3D formando folhas de
grafite. Uma unica camada de grafeno € um material puramente bidimensional. Sua
rede consiste de hexagonos regulares com um atomo de carbono em cada

extremidade.*®

Figura 12 - Imagem da estrutura do grafeno.*®

O grafeno tem atraido forte interesse cientifico e tecnoldégico nos ultimos
anos. Tem mostrado uma grande promessa em aplicagdes, tais como na eletrénica,
armazenamento de energia e conversao (supercapacitores, baterias, células
combustivel, células solares) e biociéncia/biotecnologias. O grafeno possui algumas
propriedades que o tornam altamente vantajoso, como elevada area superficial
(teoricamente 2630 m? g™ para camada Unica de grafeno), excelente condutividade
térmica e condutividade elétrica, resisténcia mecanica e baixo custo. Efetivamente, o
grafeno como condutor de eletricidade, é similar ao cobre, como condutor de calor
supera todos os materiais conhecidos. E mais forte e mais duro que o diamante e
pode ser esticado 25% de seu comprimento.>*

Na literatura sao reportados inumeros trabalhos utilizando 6xido de grafeno
(GO) em sensores eletroquimicos. Nesses trabalhos foi constatado que GO
imobilizado na superficie do eletrodo, permitiu um aumento bem significativo da
corrente faradaica, contribuindo assim com o aumento da sensibilidade do sensor.

Também foi notado que os eletrodos baseados em grafeno demonstraram
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desempenho superior em termos de atividade eletrocatalitica, area superficial,
condutividade em escala macroscopica e baixo custo quando comparado aos

nanotubos de carbono.?>%°

1.2.2.3 Ftalocianina e Porfirina

As porfirinas sdo compostos organicos encontrados tanto na natureza como
sintetizadas em laboratérios. Essas macromoléculas formam uma importante classe
de compostos macrociclos tetrapirrélicos que contém quatro anéis pirréis (C4H4sNH),
ligados por pontes de metino (=CH) através dos atomos de carbono indicado nas
posigdes 5, 10, 15 e 20, e que possuem no seu centro um espago apropriado para
acomodar um fon metalico.”’

As ftalocianinas, diferentemente das porfirinas, ndo sao encontradas na
natureza. Assim como a porfirina, o macrociclo de ftalocianina possui um conjunto
de ligagdes duplas conjugadas gerando um sistema molecular de alta densidade
eletrénica, porém ha diferencas na estrutura destas macromoléculas. As diferencas
estdo nas quatro subunidades benzo fundidas aos anéis pirrois e na substituicao dos
quatro atomos de carbono por nitrogénio nas pontes de metino. Por este motivo, a
ftalocianina é conhecida sistematicamente como tetraazatetrabenzoporfirina. Os
complexos metalicos do tipo azo-macrociclico como as ftalocianinas de Fe (lll), Co
(11, Mn (ll) entre outros, sdo conhecidos por sua excelente atividade catalitica em
muitas reacdes, onde estas sao totalmente dependentes do centro metalico do
composto.®®*° Estes complexos sdo estaveis e apresentam estruturas similares as
porfirinas que estdo presentes em sistemas bioldgicos como hemoglobina, clorofila e
citocromo.’®*® Na Figura 13 temos estruturas quimicas de ftalocianinas e porfirinas

sem o centro metalico.
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Figura 13 - Imagem ilustrativa da ftalocianina (A) e porfirina (B) sem centro metalico.

(A) (B)
:5 Y \;
N/ N HN \N
/ NH N—

A utilizagdo de ftalocianinas e porfirinas metalicas no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos apresenta-se como um grande campo de pesquisa a ser
explorado, pois estes complexos facilitam a transferéncia eletrénica entre analito e a
superficie do eletrodo, propiciando analises eletroquimicas sensiveis e seletivas em
baixo potencial redox. Esses materiais podem ser imobilizados na superficie de
eletrodos através de uma agente imobilizador como Nafion® ou outro polieletrélito,
ou incorporado em outros materiais como nanotubos de carbono através de

interacdes eletrostaticas.’*®°

1.2.3 Eletrodos a base de materiais carbonaceos
1.2.3.1 Eletrodo de pasta de carbono (EPC)

Os eletrodos de pasta de carbono sdo exemplos de modificagdo utilizando
compositos. As pastas de carbono consistem em uma mistura homogénea de grafite
em p6é e um liquido organico hidrofébico (6leo mineral, 6leo de parafina, 6leo de
silicone, etc.) colocados em uma cavidade de um de tubo de vidro ou plastico. A sua
superficie €& facilmente renovada uma vez que ocorre o polimento e
consequentemente renovagao da superficie do eletrodo. Podem ser incorporados na
pasta de carbono enzimas, mediadores, cofatores, estabilizadores, nanoparticulas,
entre outros. Na literatura sdo encontrados inumeros trabalhos que utilizam os varios
tipos de modificadores, desde enzimas, DNA, hexacinanoferrato, ftalocianinas,

nanotubos, entre outros.%'2
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O aglutinante tem a funcao de dar consisténcia a mistura e também preencher
os intersticios entre as particulas de grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente
inerte, imiscivel com a agua, apresentar baixa volatilidade e n&o conter impurezass3.

As principais vantagens do EPC sao o baixo custo e facilidade de preparacéo,
baixo ruido, corrente residual baixa, ampla janela de operagdo em solugédo aquosa e

a possibilidade de renovacéo da superficie.?®

1.2.3.2 Eletrodo de carbono vitreo

O carbono vitreo possui alta estabilidade térmica, alta resisténcia a ataques
quimicos, bem como poros de pequenas dimensdes, e ainda se caracteriza como
um material praticamente impermeavel a gases e liquidos. Estas caracteristicas
fazem do carbono vitreo um 6timo eletrodo inerte. Os tipos de pré-tratamento
usados para preparacado sdo o polimento mecanico, a ultra-sonificagdo, tratamento
térmico & vacuo, irradiagdo com laser e o tratamento eletroquimico.®

A modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo pode ocorrer através do uso
de reagentes como polieletrdlitos (Nafion®, polilisina, quitosana), nanotubos
suspensos em dimetilformamida, entre outros.®®> O modificador deve ser soltvel no
solvente usado afim de que forme um filme fino, compacto e aderente na superficie

do eletrodo.

1.2.3.3 Eletrodo impresso

Os eletrodos impressos descartaveis ou eletrodos screen-printed (SPE) tém
sido amplamente empregados como uma alternativa ao uso de eletrodos
convencionais, como, por exemplo, eletrodos de mercurio, carbono vitreo, pasta de
carbono, ouro, platina, prata e outros em eletroanalise, cuja utilizagdo apresenta
como vantagem oferecer sistemas mais simples, mais compactos e descartaveis, o
que diminui as etapas de limpeza entre as analises e envenenamento da superficie
do eletrodo.?® Esses dispositivos consistem basicamente em um filme depositado
sobre um suporte inerte, pelo método conhecido por “silk-screen”, coberto por uma
segunda camada de material isolante elétrico, que é responsavel pela definicdo de
uma area de contato elétrico interligado a area superficial ativa do eletrodo em outra
extremidade, porém recoberta superficialmente. O eletrodo de trabalho pode ser

modificado com modificadores como compostos organometalicos, enzimas, DNA,
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nanoparticulas, etc. O desenvolvimento de eletrodos impressos (El) oferece um
completo sistema de eletrodos projetados com grande simplicidade e economia, ou
seja, os eletrodos apresentam-se na forma de um unico sistema, contendo um
arranjo de eletrodos, onde eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia sdo impressos
no mesmo suporte. Os El sdo dispositivos de baixo custo que permitem a
comercializagdo na forma de eletrodos descartaveis. Como consequéncia, tem
mostrado alta versatilidade de aplicagdes, tanto na forma de eletrodo convencional,
quanto na forma de eletrodo modificado.®’

O uso de eletrodos impressos modificados ou até mesmo ndo modificados
tem apresentado diversas vantagens requeridas para acompanhar o
desenvolvimento tecnologico atual, como € o caso da procura por instrumentos
eletroanaliticos portateis, robustos, que oferecam alta sensibilidade e seletividade,
reducdo de contaminacéao e interferéncias, baixo peso e pequeno tamanho e longo

tempo de vida.®’

1.2.4 Sensores biomiméticos

Os sensores biomiméticos estdo relacionados com o0s mecanismos de
reconhecimento de substratos enzimaticos através de enzimas artificiais. E de
conhecimento que uma enzima artificial executa os mesmos processos realizados
pelo catalisador bioldégico, porém nado necessariamente seguindo o mesmo
caminho.®® Quando comparado aos biossensores, os sensores biomiméticos sdo
mais robustos e possuem um tempo de vida maior por se basear em um material de
reconhecimento, que nao sofre desnaturacdo como ocorre com o material bioldgico.
Os sensores biomiméticos possuem caracteristicas vantajosas que permitem a
aplicagao em varios tipos de matrizes, sob condicbes adversas como pH extremos,
altas temperatura e também em presenca de solventes organicos.®*"°

Os sensores biomiméticos foram propostos neste trabalho visando obter
sensores amperomeétricos mais estaveis e duradouros que o0s biossensores
convencionais, que possuem como base materiais biolégicos.70 Em particular, o uso
de um sensor biomimético para agrotoxicos e farmacos por exemplo, tera a
vantagem adicional em termos de seletividade, uma vez que, as enzimas usadas
para a detecgdo de agrotdxicos, como acetilcolinesterase’’ tirosinase’ e

peroxidase73 nao sao seletivas para um determinado analito. Adicionalmente, a
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resposta eletroquimica para os sensores biomiméticos oferecera um sinal direto
proporcional a concentragdo do agrotdoxico de interesse. Uma condicdo para
mimetizar ou escolher uma enzima adequada para a construgdo de sensores
biomiméticos € que a quimica da catalise da reagdo enzimatica e a estrutura do sitio
ativo da enzima sejam muito bem conhecidos, e neste sentido as enzimas P450,
encaixam-se perfeitamente nestes requerimentos.

O termo enzima P450 se refere ao fato de que quando mondxido de carbono
(CO) esta na forma reduzida, este se liga a estas enzimas e produz um espectro de
absorcao caracteristico que apresentam um pico de aproximadamente 450 nm.”

As enzimas P450 constituem um dos principais sistemas enzimaticos do
organismo que atua sobre xenobidticos. Localizam-se no reticulo endoplasmatico
liso, mitocbndrias e outras membranas. Esta intimamente ligado a outro componente
vital do sistema: NADPH citocromo P450 redutase. As enzimas P450 séao
constituidas por 40 isoenzimas cuja expressao genética esta em 27 familias de
genes, totalizando 7.700 sequéncias distintas de CYP até setembro de 2007. A
nomenclatura destas isoenzimas inclui a familia, subfamilia e o gene’, segundo a

ilustracédo a seguir:

CYP 3C3
Familia  Subfamilia Gene

Estima-se que 90% das drogas oxidadas s&o processadas pelas enzimas CYP
1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 e 3A4. Em termos de atividade funcional no organismo
humano o CYP 3A4 e CYP 2D6 sao as isoenzimas de maior relevancia quantitativa.
O CYP 3A4 é a principal P450 que metaboliza drogas no homem.”"”

As enzimas P450 promovem a metabolizagdo de diversas substancias no
organismo e dentre elas tém-se reacbes como a degradagao de xenobidticos como
agrotoxicos organoclorados e disruptores endécrinos, e a metabolizagédo de
farmacos e agrotéxicos. As enzimas P450 sédo representantes das monooxigenases,
sendo capazes de catalisar seletivamente uma grande variedade de reagdes de
oxidagcao. A especificidade das P450 varia de enzima para enzima, sendo que a

metabolizacdo de xenobibdticos pode ocorrer para um unico substrato ou para varios.
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Na Tabela 2, sdo apresentados alguns agrotoxicos e farmacos que séo

metabolizados pelas P45

0.77,78

Tabela 2: Enzimas P450 que s&o responsavéis pela metabolizagdo de farmacos e

agrotoxicos pela P450.

Isoenzima Substrato metabolizado
CYP1A2 cafeina propanolol clozapina
CYP2C9 diclofenaco piroxicam ibuprofeno
thiram clorpirfés paration
CYP3A4
carbofurano diuron 2,4-D

Na Figura 14 é apresentado o conjunto de reagdes da enzima P450 sobre

agrotoxicos e farmacos, através de um ciclo catalitico entre a P450 e o substrato,

antes de obter o substrato final.

Figura 14 - Mecanismo de reagéo da enzima P450 sobre farmacos e agrotéxicos.7
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Atualmente as enzimas P450 tém sido identificadas em todas as linhagens
vivas, incluindo mamiferos, aves, peixes, insetos, vermes, plantas, fungos, bactérias,
etc, produzindo metabdlitos que normalmente sdo essenciais ou fisiologicamente
benéficos.”®’® As enzimas P450 pertencem ao grupo heme proteina, e possuem um
sitio ativo comum, ferro protoporfirina IX, que é responsavel pela atividade catalitica
da enzima. A mimetizagdo da estrutura ferro protoporfirina IX é neste caso uma
alternativa altamente promissora de sintetizar artificialmente a enzima P450 (Figura
15).79'80 Para isto, foram empregados compostos derivados de ftalocianinas e

porfirinas que possuem estruturas quimicas semelhantes ao sitio ativo da P450.

Figura 15 - Estrutura da ferro protoporfirina IX e complexos organometalicos a base de
porfirinas e ftaliocinaninas usados para desenvolvimento de sensores

biomiméticos.

COOH COOCH

Compostos organometalicos

Espera-se que quando imobilizado na superficie do eletrodo, estes complexos
melhorem a transferéncia de elétrons entre o eletrodo/sitio ativo (catalisador
biomimético)/substrato (analito), permitindo assim uma maior sensibilidade e
seletividade em baixos potentiais redox.®':8?

Na literatura tem sido visualizado inumeros trabalhos que reportam a utilizagao

de compostos de ftalocianinas e porfirinas em sensores eletroquimicos. Como
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exemplo temos bis(piridil)ftalocianina ferro (I1),%® ftalocianina de cobalto® e

ftalocianina de manganés (I11)®°

e que tém sido utilizados de forma satisfatéria como
modificadores em sensores eletroquimicos biomiméticos para a monitoramento de
poluentes ambientais emergentes , como drogas, horménios e agrotoxicos.

Dentre os complexos organometalicos que foram utilizados como catalisadores
biomiméticos da P450, devido a semelhangca com a estrutura quimica da ferro
protoporfirina IX tem-se o complexo 29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-
octabutoxi niquel (ll) e o cloro 5,10,15,20-tetraquisis (pentafluorfenil) ferro (Ill), 31H-

ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (ll) e hemina (Figura 16).

Figura 16 - Estrutura quimica: (A) complexo 29H, 31H-ftalocianina-1,4,8,11,15,18,22,25-
octabutoxi niquel (Il); (B) complexo cloro 21H, 23H-porfirina 5,10,15,20-

tetraquis (pentafluorophenil) ferro (lll); (C) hemina e (D) 31H-ftalocianina
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (Il) .

R :()\/\/
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1.3 SISTEMAS DE ANALISE POR INJEGAO EM FLUXO (FIA)

O desenvolvimento de métodos analiticos que combinam menor tempo de
analise, maior sensibilidade e seletividade, simplicidade no manuseio, baixo custo e
potencialidade adequada para automacdo constitui-se num campo de pesquisa
amplo e em constante expansdo na area de Quimica Analitica.®® Nesse contexto, a
analise por injecdo em fluxo, FIA - Flow Injection Analysis tem sido explorada com
sucesso na analise de grande diversidade de substancias, proporcionando varias
vantagens, tais como, uso de instrumentagao versatil, baixo custo dos componentes
do sistema, elevada frequéncia de amostragem, consumo reduzido de reagentes e
amostras e, consequentemente, redugdo na geracdo de residuos. Além disto, o
sistema FIA pode ser automatizado, minimizando os riscos de intoxicagdao do
analista, devido a uma menor exposi¢gao aos reagentes e amostras.®’

Os primeiros trabalhos empregando FIA foram propostos por Ruzicka e
Hansen, em 1975, como um novo conceito de analises quimicas. Esses trabalhos
foram baseados em um processo de automatizagdo de procedimentos analiticos,
onde é introduzido um volume discreto e reprodutivel da amostra em um fluxo
transportador (carregador) ndo segmentado, que continuamente flui em direcdo ao
detector. Durante o transporte, a amostra se dispersa e pode ou nao, sofrer reagdes
quimicas e/ou passar por etapas de separagdo e/ou concentracdo, gerando uma
"zona de amostragem” de um produto adequado para a quantificagdo. Ao atingir o
detector, a zona de amostragem origina um sinal transiente resultante do gradiente
de concentracdo gerado durante o transporte na solugdo carregadora (ou
transportadora) em fluxo continuo.®

A detecgéo eletroquimica pode oferecer vantagens frente a outros sistemas
de deteccdo, como baixo custo de instrumentacido, simplicidade de aplicacao e
minimizacado de etapas de preparacdo de amostras. Adicionalmente, diversas
especies a serem analisadas podem ser pré-concentradas sobre eletrodos, tanto por
processos de adsor¢ao como por eletrodeposicdo. Os detectores eletroquimicos
mais utilizados em sistemas em fluxo sdo os amperométricos, que foram adotados
em grande parte dos trabalhos descritos na literatura. Nesta técnica, o eletrodo de
trabalho (ou sensor eletroquimico) € mantido em um potencial constante adequado,
no qual ocorre a oxidagao ou reducdo eletroquimica de compostos eletroativos de

interesse.®®
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1.4 DESENVOLVIMENTO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS

1.4.1 Contexto histérico e fundamentos

O fundamento de se utilizar uma molécula alvo como template para se ligar
seletivamente a um sitio de reconhecimento especifico foi sugerida por Mudd em
1932 e Pauling em 1940. Em 1942, Linus Pauling descreveu o preparo de anticorpos
artificiais usando moléculas de antigeno como template. Em 1949 através de Frank
Dickey foi realizado o primeiro trabalho usando produto sintético impresso (silica gel)
na adsorgao seletiva de alaranjado de metila.*

O desenvolvimento dos polimeros sintéticos com impressao molecular, mais
conhecidos como MIP ("Molecularly Imprinted Polymers") tem sido usado para obter
sistemas com reconhecimento biomimético semelhante aos sistemas especificos
enzima-substrato e/ou antigeno-anticorpo.”’ Dentre as vantagens oferecidas pelos
MIP podem ser citadas: baixo custo; possibilidade de sintese em situacbes onde
nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) existe; resisténcia a ambientes
adversos, nos quais biomoléculas naturais nao resistiiam como na presencga de
acidos, bases, solventes organicos e altas temperaturas.®*

Os MIPs sao sintetizados convencionalmente pelo método conhecido por
polimerizagcao em “bulk”, onde a reacéao é realizada em sistema homogéneo. O MIP
€ preparado através de uma polimerizacdo que ocorre na presenga da molécula
molde a ser impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico é formado ao redor
do analito, contendo grupos funcionais complementares. As reagdes sdo conduzidas
em frascos selados contendo mondmero, analito, solvente, reagente de ligagcao
cruzada e iniciador radicalar. A reagdo ocorre na auséncia de oxigénio sob fluxo de
N> ou Ar e induzida com aquecimento e/ou radiagdo UV por um periodo de 24h,
onde apos essa etapa, a molécula impressa também chamada de template é
removida por dissolugdo, revelando sitios de ligagdo (cavidades) que séao
complementares em forma e tamanho do analito de interesse (Figura 17).%

Durante o processo de impressdo molecular conhecido também como pré-
polimerizagao, o analito interage com os monémeros funcionais através de ligagbes
covalentes e n&o-covalentes, formando um complexo estavel.® A impressao

molecular pode entdo ser classificada de acordo com o tipo de interagdes entre
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mondmeros funcionais e o analito alvo na mistura pré-polimerizagdo, como (i)

impressao covalente, (ii) impressado ndo-covalente e (iii) impressao semi-covalente.

Figura 17 - Representagao do processo de impressao molecular.®*%°
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A ideia de ligagao covalente envolvendo template e monémero funcional foi
introduzido por Wullf e Sarchan.®®®” Nesse trabalho o template é removido do
polimero por clivagem das ligagdes covalentes. A alta estabilidade das ligagcbes
formadas entre template e mondmeros leva a formagéo de uma grande quantidade
de sitios de ligacdo homogéneos, minimizando a existéncia de sitios de ligagdo néo
especificos.

Deve-se salientar que quando o template é ligado covalentemente ao
mondmero funcional, na sua posterior aplicagao, espera-se que as interagdes sejam
do tipo nao-covalente. Esse conceito de interagdo nao-covalente, foi introduzido por
Arshady e Mosbach.6%" As interacdes nao-covalentes ocorrem entre grupos
funcionais especificos nos mondbmeros polimerizaveis e o template na mistura de
pré-polimerizacdo. Essas interagdes podem ser do tipo ligagdes de hidrogénio,
idnicas, interacdes hidrofébicas, entre outras.”® O procedimento ndo-covalente é
considerado o0 método de impressdo molecular mais usado e tem sido aplicado a
uma grande variedade de moléculas. Isso ocorre pelo fato que esse tipo de
interacao apresenta alta versatilidade e aplicabilidade. A tabela 3 apresenta alguns
mondémeros € o tipo de ligagao geralmente realizado.
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Dentre os varios monomeros e agentes de reticulacdo reportados na
literatura, poucos foram usados na maioria dos estudos. Normalmente os
monomeros funcionais mais usados incluem o acido metacriclico, 2- e 4-
vinilpiridinas, acido trifluorometilacriiclico, acrilamida e o hidroxietiimetacrilato. Os
agentes de reticulagdo incluem o dimetacrilato de glicol (EGDMA), divinilbenzeno e o

trimetilacrilato de trimetilolpropilo (TRIM).

Tabela 3 - Estrutura de alguns monémeros comumente usados na sintese de MIPs e o tipo

de ligacéo realizada:

Monémero Estrutura Pos:;vncilz ;n:g:'iigoes
H,C 0
‘ . /)
Acido metacrilico //
H,C OH
HsC Interacg&o idnica e
Acido p-vinilbenzéico >/_©_\\ ligagao de hidrogénio
) o] CH,
Acidos
0]
o {4
Acido acrilico 7
H,C OH
7 N\
4-Vinilpiridina N A
— CH, e
Interagdo idnica, ligacao
de hidrogénio e
transferéncia de carga
N
7 N\
2-Vinilpiridina \
— CH,
Basicos
Interagdo idnica, ligacao
N// \N de hidrogénio e
1-Vinil imidazol \ coordenacao com
=/ \CH2 metais
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Por outro lado, deve-se também visualizar que a eficiéncia na formacao dos
sitios de ligagdo no MIP, é altamente influenciada pela natureza quimica do
template. Para isto, o template deve ser estavel e inerte durante a polimerizacédo e
possuir grupos funcionais que possam interagir com os grupos funcionais do(s)
mondmero(s). O monémero funcional desempenha um papel importante na sintese
do MIP, uma vez que esta intimamente relacionado com a formagéo dos sitios de
ligagdo com a molécula molde.

E reportado na literatura que a melhor interagdo entre monémero e template
ocorre quando ha complementariedade, sendo o monémero com grupos funcionais
acidos reage com template com grupos funcionais basicos e vice-versa. Em todos os
processos de impressao molecular a molécula molde desempenha um papel de
importancia central uma vez que direciona a organizagao de grupos funcionais dos
mondmeros.”*®® As interagdes de complementaridade entre a molécula molde,
mondmero funcional e agente de reticulagdo sdo necessarias para criar uma
organizagcéo molecular.

De fato, para que tudo isto ocorra deve-se escolher um solvente porogénico
que promova a solubilizagdo dos reagentes, permitindo que as interagdes entre
template e monémero ocorram com eficiéncia, contribuindo assim com a formagao
de um MIP com grande porosidade. Assim, a avaliagdo dos grupos funcionais dos
mondémeros e do template é importante para escolha do melhor mondédmero para a
sintese. Deve-se entender também que a eficiéncia maxima da formagcdo da
impressao ocorre quando a reag¢ao de polimerizagao é realizada usando um solvente
apropriado de modo que a solubilidade da espécie impressa nao seja comprometida.

A porosidade do MIP dependera do grau de solubilidade dos reagentes, pois
quanto mais baixa a solubilidade, poros maiores, ndo seletivos e com baixa area
superficial se formarao. Ja quando ha alta solubilidade se formardo poros pequenos,
do tamanho da molécula alvo, e com grande area superficial.*®

A rigidez do template nos MIPs é realizada com a utilizagdo de um reagente
de ligagao cruzada ou agente de reticulagdo, sendo o mais comumente usado o
etileno glicol dimetacrilado (EGDMA), que deve estar em excesso durante a
polimerizagao, geralmente seguindo uma propor¢do com o template de 1:20 até
1:200 (m/m). O agente de reticulagdo usado na obtengcdo de um MIP desempenha
muitas funcdées como o controle da morfologia da matriz polimérica, estabilizagao

dos locais de ligagao com capacidade de reconhecimento molecular e estabilizagao
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mecanica da matriz polimérica.'® Durante a sintese tem sido usada uma quantidade
elevada de agente de reticulagdo, de modo que se obtenham ndo s6 materiais
macroporosos como também materiais mecanicamente estaveis permitindo manter a
estrutura tridimensional complementar. Consequentemente, os grupos funcionais se
encontrardo em numa configuragdo otima para a religacdo da molécula molde,
permitindo ao receptor o reconhecimento do substrato original e consequentemente
a elevada especificidade do polimero. Em regra, os polimeros apresentam graus de
reticulacéo superiores a 80%.'%%1°"

A reacgado de polimerizagao inicia-se mediante uso de um iniciador radicalar
sob aquecimento que pode ocorrer com uso de um banho-maria ou radiagdo UV, em
auséncia de oxigénio. Os iniciadores radicalares mais conhecidos sdo: 2,2’-azo-bis-
isobutironitrila (AIBN), azo-bis-dimetilvaleronitrila (ABDV), dimetilacetal de benzila,

peréxido de benzoila (BPO) e acido 4,4’-azo-bis-(4-ciano pentaendico) (Figura 18).

Figura 18 - |Iniciadores de polimerizagcdo utilizados na sintese de MIPs: (a)
azobisisobutironitrilo (AIBN), (b) azobisdimetilvaleronitrilo (ABDV), (c)
dimetilacetalo de benzilo, (d) benzoilperéxido (BPO), (e) acido 4,4 -azo (4-

cianovalérico).
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A polimerizagdo do MIP envolve trés passos importantes: iniciacao,

propagacdo e terminacdo. '

Iniciacao:

Logo que é iniciada a formagao da cadeia polimérica esta se propaga num
curto intervalo de tempo (possivelmente de um ou dois segundos), originando uma
molécula com elevado peso molecular antes de ocorrer o processo de terminagéo,
mesmo quando a quantidade consumida de monomero € baixa. Normalmente, o
iniciador promove a formagao dos radicais livres mantendo-se ativo durante todo o
processo de polimerizagdo. Muitos iniciadores, com diferentes propriedades
quimicas, podem ser usados como fonte de radicais em processos de polimerizagao.
Normalmente, a sua concentracio € baixa em comparagdao com a do mondémero, por
exemplo, 1% em relacdo ao numero total de moles de duplas ligagdes
polimerizéveism.

A iniciagao é realizada através da clivagem homolitica originando dois radicais
livres ativos, seguido pelas ligagbes duplas no mondmero que reagem com O0S
elétrons desemparelhados do radical. Nesta reagao, o centro ativo do radical ataca a
ligacdo dupla do mondémero ou do agente de reticulagdo, deixando um elétron
desemparelhado, no mondmero, como novo centro ativo.'"*'® A ativagdo desta
reacdo € normalmente realizada por decomposicao térmica ou fotdlise. Abaixo
temos um esquema simplificado das reacbes realizadas nessa etapa, onde |
representa o iniciador, R o radical ativado do iniciador, M o monémero e M o

mondémero ativado.

| — 2R°®

R*+M — M°

Propagacgao:
Ap6s a iniciagdo, o crescimento da cadeia polimérica ocorre em uma
velocidade de propagagdao muito rapida. As cadeias do polimero aumentam

significativamente atingindo ao final dessa etapa um elevado peso molecular.'%%1%
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Terminagao:

A terminacdo ocorre quando o polimero finaliza o crescimento através de
elétrons livres de duas cadeias em crescimento que se juntam e formam uma unica
cadeia.'””'” No esquema abaixo C, e C, representam cadeias em crescimento

ativas, e C, a cadeia final apds o processo de terminagéo.

Ca+ Cb — Cab

1.4.2 Estudos cinéticos de MIPs

Uma das maneiras de se avaliar os sitios de ligagao do MIP é através do
estudos cinéticos que se baseiam em um estudo de adsorcdo do template no MIP
em certos intervalos de tempo. Neste método, uma quantidade fixa de MIP é
colocada em contato com solugdes em diferentes tempos de analise. Apds o contato
durante cada tempo determinado, a solugéo € separada do polimero por filtragdo. A
seguir, a solugdo € usada para medir a concentracdo de molécula molde livre
(remanescente), sendo determinada através de métodos analiticos de referéncia
(como cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE-UV) e por diferenga é obtida a
quantidade ligada (adsorvida) no MIP. Neste tipo de estudo é possivel encontrar o

melhor tempo de adsorgcao do template no polimero.

1.4.2.1 Isotermas de adsorcao obtidas para estudos de afinidade

entre template e MIP

Isotermas de adsorcao sao utilizadas para determinar a quantidade maxima
de template adsorvido na superficie de materiais adsorventes (MIP e NIP neste
caso) a uma temperatura constante, com a finalidade de se determinar parametros
associados a adsorgao.

Existem diversos modelos matematicos de ajuste dos dados experimentais da
adsorcao de um analito ao suporte adsorvente (isotermas), dentre eles 0 modelo de

Langmuir e de Freundlich.
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Uma das caracteristicas da isoterma de Langmuir é presumir a formacao de

uma monocamada sobre o material adsorvente e assumir uma aproximag¢ao da

quantidade limite de adsorcéo (Equagao 1).'%41%
KL.Ce E _ 1
= uagio
qe 1+aL.Ce (Equac )

Onde: g é a quantidade de template adsorvido no equilibrio (mg g™), Ce
corresponde a concentragdo do template no equilibrio (mg L'1), KL e a. séo

constantes da isoterma de Langmuir.

A Equacado de Langmuir pode ainda ser representada pela forma linearizada,
(Equacédo 2), a qual € usada para obtengdo dos parametros deste modelo de

adsorgao.

C 1 a
- =—4 L Ce (Equagio 2)
de KL KL

A isoterma de Freundlich, por sua vez, assume a existéncia de uma adsorgao
em multicamadas e prevé uma distribuicado exponencial de varios sitios de adsorgao

com energias diferentes. E representada pela Equagéo 3: '°*'%

e = KFCSF (Equacao 3)

Onde g, é a quantidade de template adsorvido no equilibrio (mg g™), Ce é a concen-
tracdo no equilibrio (mg L'1), Ke e br sdo parametros correspondes a isoterma de

Freundlich. A forma linear da equagao de Freundlich é dada pela Equagao 4: 1%41%

Inq, = InK¢ + bginC, (Equagao 4)
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1.4.3 Aplicagao do MIP em sistemas SPE (MISPE)

O método de extracdo em fase sélida (SPE) € um método amplamente
empregado na extracdo, clean up e concentragdo de analitos, quando os mesmos
estdo presentes em baixos niveis de concentragdo. Através dessa metodologia é
possivel realizar a remogao do analito de interesse, separando-o de compostos
interferentes em matrizes complexas. Sendo assim, a SPE é considerada um
método muito importante para o preparo de amostras.

O emprego de MIP como material adsorvente na técnica de extracdo em fase
sélida vem se destacando, pois oferece alto grau de seletividade e estabilidade
quimica e térmica quando comparados a outros materiais, como a silica modificada
(C18), resinas de troca ibnica e imunosorventes, além de reprodutibilidade no
preparo do polimero. A técnica recebe a designagao de extracdo em fase soélida com
impresséo molecular (MISPE). O MISPE funciona tal qual um procedimento de SPE
convencional, exceto pela substituicAo das fases estacionarias comuns pelo
polimero impresso. Assim, ela compreende as etapas de condicionamento,
carregamento, lavagem e eluicdo dos cartuchos.'®

Inicialmente deve-se considerar que o solvente no qual as amostras serao
percoladas nao deve interferir nas interagdes formadas entre o polimero e o analito
afim de que a retengdo dos analitos seja a maior possivel. As caracteristicas do
analito que foi usado como template sao importantes para a escolha do melhor
solvente de lavagem. Geralmente utilizam-se solventes de baixa polaridade como
diclorometano, tolueno e cloroférmio ou solventes de alta polaridade como metanol.
Desta forma, neste tipo de analise devem ser otimizadas as condicbes de pH,
polaridade e volume de solvente, necessarios para que seja feita a separagao do
template dos compostos interferentes. A eficiéncia desse método bem como a
aplicabilidade desse material em diferentes matrizes dependera de varios fatores,
como quantidade de MIP usado, eficiéncia do MIP na adsorcdo, interagcdo do

template com o sitio ativo e a maneira de como € realizado a analise.
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2

OBJETIVO

Este trabalho de doutorado visa:

2.1

2.2

Desenvolvimento e aplicagdo de sensores amperométricos a base de
materiais carbonaceos (pasta de carbono, carbono vitreo, nanotubos de
carbono e oOxido de grafeno) e complexos de ftalocianina e porifirina
metalicas, que sao potenciais mimetizadores da enzima P450, na detecgao

sensivel e seletiva de farmacos e agrotoxicos.

Desenvolvimento de polimeros molecularmente impressos (MIP) seletivos a
diuron para aplicagcdo em sistemas de extragdo em fase sélida (MISPE)

visando analise de amostras ambientais.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes empregados sao de grau analitico ou CLAE, segundo a
necessidade, e todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada
(resistividade =2 18 MQ a 25 °C) obtida de um sistema de purificagao Milli-Q (Direct-
0,3).

A Tabela 4 mostra a procedéncia dos reagentes usados neste doutoramento.

Tabela 4: Procedéncia dos reagentes utilizados nesse trabalho

Diuron Sigma-Aldrich Acetonitrila Scquimica
Carbofurano Sigma-Aldrich Thiram Sigma-Aldrich
Diclofenaco Sigma-Aldrich Acido metacrilico (MA) Sigma-Aldrich

2,4-D Sigma-Aldrich Acido acrilico (AA) Sigma-Aldrich

Nanotubos de Sigma-Aldrich e Oxido de grafeno Sigma-Aldrich
carbono Dropsens
NaH,PO, Scquimica AIBN (azobisbutirontrila) Sigma-Aldrich
Metanol Scquimica Cloroférmio Scquimica
Trimetilacrilato de Etilenoglicoldimetacrilato
trimetilolpropilo Sigma-Aldrich g(EGDMA) Sigma-Aldrich

(TRIM)

Complexos porfirina Sigma-Aldrich Complexos ftalocianina Sigma-Aldrich

Solucdes de estoque de concentragdo 1,0 x 10° mol L™ de 2,4-D, diuron e
thiram foram preparadas a partir da proporgéo de agua deionizada e acetonitrila (4:1;
3:1; 3:1 v/v), respectivamente.

Solugdes de diclofenaco foram preparadas a partir de uma solucdo de
estoque de concentracdo de 1,0 x 102 mol L™ em agua deionizada.

Solugao de carbofurano hidrolisado (Figura 19) foi preparada dissolvendo 22
mg de carbofurano em 5 mL de acetonitrila. Esta solugao foi diluida em hidréxido de

sodio 0,05 mol L™ até o volume de 100,0 mL e apds essa etapa, a solucéo foi
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aquecida a uma temperatura de 70° C em um bequer por 1 h para que ocorresse a
hidrélise total de carbofurano a carbofurano-fenol.'”’

Figura 19 - Reacao de hidrolise de carbofurano (1) e sua oxidagao eletroquimica (2).

OCONHCH, OH
o CHs (1) o CHs (2 o [CHs
(X

CH, CH, CH,

3.2 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

3.2.1 Medidas amperométricas em batelada

As medidas eletroquimicas em batelada foram realizadas em um
potenciostato da p-Autolab Tipo Il (Figura 20), usando uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos, contendo um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
(KClsat) comercial (Analion®), um fio de platina em forma de espiral como eletrodo
auxiliar e o eletrodo de pasta de carbono (r = 0,15 cm ) ou de carbono vitreo (r = 0,2

cm).

Figura 20 - Imagem ilustrativa do pAutolab®

Potenciostato

T

Lle
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3.2.2 Medidas em fluxo (FIA)

As medidas em analise por injecdo em fluxo (FIA) foram realizadas em um
potenciostato da Palmsens® usando cela eletroquimica em fluxo do tipo wall-jet, que
contem trés eletrodos acoplados: eletrodo de trabalho (EPC), um pseudo-eletrodo de
referencia (Ag/AgCI,KClsst) € um contra-eletrodo de platina. O sistema de injegdo em
fluxo empregado neste trabalho € composto por uma bomba peristaltica digital de
quatro canais (1); um injetor de amostra do tipo proporcional, fabricado at home em
Teflon (2); a cela eletroquimica do tipo wall-jet como unidade de detecgao (3); e um
potenciostato Palm-Sense® da Palm Instruments BV (Figura 27).

Neste sistema as solugdes de analise e solugdo tampao (carregador) foram
bombeadas pela bomba peristaltica, através de tubos de PTFE (0,8 mm de didmetro
interno), para o injetor. Na Figura 21 € apresentada uma representacédo do sistema
FIA.

Figura 21 - Imagem ilustrativa do Palmsens® (B) conectados a uma cela eletroquimica

contendo trés eletrodos. Bomba peristaltica (1), injetor (2), cela eletroquimica

3).

Eletrodo de Trabalho

Descarte

e T T o Contra-Eletrodo

Injegdo de KCI = Eletrodo de Referéncia

Amostra
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Injetor

|

(2)

Descarte
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3.2.3. Medidas amperométricas em eletrodo de disco rotatério

As medidas eletroquimicas com o sensor biomimético para detecgao de 2,4-D
foram conduzidas em eletrodo de disco rotatério acoplado ao p-Autolab Tipo (lll),
utilizando as mesmas condicdes de analise do sistema em batelada, sendo o

eletrodo de trabalho empregado similar ao eletrodo de pasta de carbono (Figura 22).

Figura 22 - Representagéo do sistema eletroquimico usando eletrodo de disco rotatério

3.3 CONSTRUCAO DE SENSORES ELETROQUIMICOS
3.3.1 Preparacdao do eletrodo a base de pasta de carbono
modificada

Os sensores biomiméticos propostos foram construidos a partir da utilizagao
de complexos organometalicos a base de ftalocianinas e porfirinas (Tabela 5). Estes

complexos foram imobilizados na superficie de eletrodos de pasta de carbono, e em

seguida analisados eletroquimicamente para cada agrotoxico.

Tabela 5 - Complexos organometalicos utilizados como modificadores biomiméticos.

Complexos testados como potenciais catalisadores P450

Ftalocianina cobre (ll)

Hexadecafluoro-29H-31H ftalocianina cobalto

Bis(piridil)ftalocianina ferro (I1)

Cloroftalocianina ferro (Ill)
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Tetraquismetoxifenilporfirina cobalto (1)

Ftalocianina cobalto

29H,31H-Ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (Il) (NiOPc)

Cloro 21H,23H-porfirina 5,10,15,20-tetraquis (pentafluorofenil) ferro (I11)

Ferro protoporfirina IX

Hemina

29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi zinco (ll)

As quantidades de modificadores incorporadas no eletrodo de pasta de
carbono foram otimizadas visando melhorar o desempenho dos sensores
eletroquimicos propostos. Deve-se enfatizar que a homogeneizagcdo dos
modificadores ocorreu com uso de uma espatula em um pistilo e almofariz de agata,
e a secagem procedeu-se em temperatura ambiente por 12 horas. Apos essa etapa
foi adicionado cerca de 80 pL 6leo mineral (nujol) para obtencdo da pasta de

carbono. As quantidades de modificadores utilizadas em cada estudo foram; '

2,4-D: sensor biomimético foi preparado misturando 30 mg de complexo 5,10,15,20-
cloro tetraquis (pentafluorophenil)-27H,23H-porpirina ferro (111), 100 mg MWCNT, 100

mg grafite com 1mL de 0,1 mol L™ de solucédo tampao fosfato (pH 7,0).

Diuron: sensor biomimético foi construido usando 30 mg de 1,4,8,11,15,18,22,25-
octabutoxi-29H,31H-ftalocianina niquel (II) em 100 mg de grafite e 1 mL de 0,1 mol
L™ solucdo tampao fosfato (pH 7,0).

Carbofurano: sensor biomimético foi construido a partir de 100 mg de grafite, 0,24
mg de 6xido de grafeno, 7 mg de hemina e 1 ml de solugao tampao fosfato (pH7).

Carbofurano e diuron: a modificagdo da pasta de carbono ocorreu a partir de 100
mg de grafite, 6 mg de hemina, 8 mg de 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-
ftalocianina niquel (Il) , 0,25 mg 6xido de grafeno e 1 ml solugdo tampao fosfato (pH
7).
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Solugao tampao fosfato foi usada na preparacao da pasta de carbono a fim de

melhorar a condutividade nas medidas eletroquimicas.

Figura 23 - Construcao do eletrodo de pasta de carbono. (A) Pasta de carbono modificada.
(B) Eletrodo de trabalho utilizado.

3.3.1.1 Funcionalizagao dos nanotubos

A funcionalizagdo dos nanotubos ocorreu em uma solugdo sulfonitrila
(H2SO4/HNOg3, 3:1 v/v), com agitacao por 12 horas. Apds essa etapa os nanotubos
foram lavados com agua deionizada até a solugao apresentar pH 6,0-6,5, e
finalmente colocados em estufa a uma temperatura de 70 °C por 6 h para secagem
(Figura 30). Nesse trabalho deve-se enfatizar que foram testadas varias
metodologias de funcionalizacdo de nanotubos, sendo o método que empregou a
solugdo sulfonitrila a que mais apresentou melhor resultado em sensores

eletroquimicos.'®

3.3.2 Preparagao do sensor a base de carbono vitreo modificado

A preparagao do sensor biomimético para detecg¢ao de diclofenaco iniciou-se
através da limpeza de um eletrodo de carbono vitreo que possui uma area
geométrica de 0,13 cm?. Para a limpeza do eletrodo, a superficie de carbono vitreo
foi polida mecanicamente com alumina, empregando uma politriz. Em seguida, o
eletrodo foi lavado com agua deionizada e colocado em aparelho de ultrassom
durante dois minutos, para retirar os residuos de alumina que possam ter sido
incorporados no corpo do eletrodo.”® Feito isto, a limpeza do eletrodo foi avaliada
em solucdo de KsFe(CN)s e KsFe(CN)s 5,0 mmol L™, em solugdo tampao fosfato 0,1
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mol L™ (pH 5,0), isento de oxigénio, sob borbulhamento de N, durante 10 minutos
em cela eletroquimica, antes da realizagdo das medidas voltamétricas. Nesta etapa
foi avaliada a diferenga entre os potenciais de picos anddico e catddico, que foi
sempre menor que 100 mV, o qual indicou que a limpeza do eletrodo foi satisfatéria.

A sintese do filme foi realizada com 2 mg de MWCNT-COOH, 1 mg de
29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (Il) misturados com 1
mL de dimetilformamida (DMF) e ultrasonificado por 20 minutos.”"’ A seguir foi
colocado 20 pL da solugao no eletrodo de carbono vitreo e submeteu-se a secagem
ambiente por 12 h. Na Figura 24 é mostrado a reagdo entre o grupo carboxila do
nanotubo funcionalizado com um complexo organometalico. Apos a secagem foi

verificado a formagao de uma pelicula estavel e resistente na superficie do eletrodo.
Figura 24 - Reacdo entre grupo carboxilica e complexo 29H,31H-ftalocianina
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (Il) (A), Imagem do eletrodo de carbono

vitreo modificado com 29H,31H-Ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi
de cobre (II) e MWCNT-COOH (B).
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3.3.3 Preparacao do eletrodo impresso modificado com MWCNT-
COOH

O sensor impresso foi desenvolvido com a colaboragido da Prof? Dra Rosa
Fireman Dutra da Universidade Federal de Pernambuco e foi usado para
monitoramento de thiram.

A construcdo do eletrodo impresso com MWCNT-COOH foi realizada utilizando
uma tinta de carbono (home-made inks) misturada a uma soluggo MWCNT-COOH
preparada em dimetilformamida (DMF). Em seguida, a mistura foi aplicada sobre o
poli(tereftalato de etileno) de apoio (PET) e curada a 60 °C durante 20 min para a
formacdo da pelicula e aderéncia ao substrato.'" DMF foi usado neste caso para
facilitar a dispersao dos MWCNT-COOH e para imobilizagdo no eletrodo.

O pré-tratamento do sensor impresso foi realizado com o objetivo de eliminar
residuos de substancias indesejaveis e promover maior estabilidade. Para isto, foi
usado a voltametria ciclica com 15 varreduras sucessivas em solugéo de KCI 0,1 mol
L™". Em um intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl (KClsx) @ 50 mV s™. A
eficiéncia deste pré-tratamento foi avaliada utilizando a solugdo [Fe(CN)s*’* em KClI
0,1 mol L™.*® A Figura 25 mostra eletrodos impressos sintetizados com MWCNT-

COOH com area superficial de 0,12 cm?.

Figura 25 - Eletrodos impressos modificados com MWCNT-COOH

Suporte (PET)
Grafite (tinta)
MWCNT-COOH

3.3.4 Estudo de seletividade

-Diuron e 2,4-D: A seletividade dos sensores biomiméticos para deteccéo de diuron
e 24 D foi avaliada a partir da andlise de varios agrotoxicos utilizando a
amperometria. As solugcbes de cada agrotoxico foram preparadas com agua
deionizada e acetonitrila na proporgao de 4:1 (v/v) na concentragéo de 1,0 x 10 mol
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L', Os agrotéxicos analisados nesse estudo foram clorpirifés, metribuzin,

carbendazim, hexazinona, profenofés e ametrina.

-Carbofurano: A seletividade do sensor foi avaliada pela analise de sete agrotéxicos
(clorpirifés, metribuzin, carbendazim, diuron, hexazinona, profenofés, ametrina),
além de carbofurano utilizando voltametria de onda quadrada (VOQ). Todas as
solugdes foram preparadas com uma concentracdo de 5,0 x 10 mol L™, utilizando

mistura de agua deionizada e acetonitrila na proporg¢ao de 5:1 (v/v).

-Thiram: Para o estudo de seletividade do sensor eletroquimico para monitoramento
de thiram foi utilizado a amperometria em potencial 0,8 V vs. Ag/AgCl. Os
agrotoxicos analisados nesse estudo foram o 2,4-D, ametrina, metribuzin e
clorpirifés. Todos foram dissolvidos em solu¢cdo agua deionizada e acetonitrila na

proporg¢ao de na proporcao de 3:1 (v/v).

-Diclofenaco de sédio: No estudo de seletividade do sensor para diclofenaco foi
empregado a voltametria de onda quadrada em uma faixa de potencial de 0 a 1 V
para analise dos farmacos secnidazol, piroxicam, ranitidina, fluconazol galena e
efedrina cloridrato. Todos os farmacos empregados nesse estudo eram soluveis em

agua.

3.3.5 Analise de amostras ambientais

Os sensores eletroquimicos desenvolvidos foram aplicados em amostras
ambientais, tais como amostras de rios do Estado de S&o Paulo, amostras de solo
férti da regido de Araraquara e amostras de alimentos provenientes de
supermercados da cidade de Sao Carlos-SP. As amostras ambientais foram
submetidas a estudos de recuperacao e os resultados obtidos foram comparados

com os resultados obtidos em CLAE-UV.

3.3.5.1 Analise de amostras de solo
Os sensores biomiméticos foram avaliados em amostras de solo fértil
coletadas em trés profundidades diferentes na regido da cidade de Araraquara (277

km de Sao Paulo, Brasil). Cerca de 2,0 g de amostras de solo foram pesadas e
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adicionadas em um béquer com 25 mL de agua deionizada e acetonitrila 4:1, v/v.
Em seguida a amostra de solo foi colocada no ultrassom por 5 minutos. Este
procedimento foi realizado para dissolver possiveis agrotoxicos presentes nas
amostras. Para isto, 1 mL das amostras preparadas foram analisadas no sensor
eletroquimico e CLAE-UV. ApsOs ser constatada auséncia de agrotoxicos ou
possiveis interferentes, pesou-se novamente 0,5 g de amostra de solo e adicionou-
se uma concentragdo conhecida de agrotdxico, e completou-se com agua
deionizada até o volume de 10 ml. Apds essa etapa as amostras foram submetidas a

9

filtracdo convencional para remover substancias insoltveis.'” Testes de

recuperacao foram conduzidas para cada amostra preparada.

3.3.5.2 Analise em amostras de aguas de rios

Os sensores e os MIPs desenvolvidos foram testados em amostras de agua
de trés rios através de experimentos de recuperagdao. Todas as amostras foram
coletadas na regiao de Araraquara, no interior do Estado de Sao Paulo (Brasil).

As amostras destinadas para andlise em sensores eletroquimicos foram
enriquecidas com uma concentragdo conhecida de agrotoxico em uma proporcao de
agua de rio e acetonitrila de 4:1, v/v.

As amostras para analise em MIP usando homegeneizador foram feitas a
partir da adicdo de 2 concentragdes diferentes do agrotoxico diuron utilizando uma
mistura de solvente (fosfato/acetonitrila (1:2, v/v)) pH 7,0.

As amostras de aguas de rios destinadas a analises em extragdo em fase
soélida foram preparadas a partir da adicdo de uma concentragao de 10 ppm usando
um proporc¢ao de solvente fosfato/acetonitrila 3:1, v/ivem pH 7,0.

O tampéo fosfato foi preparado com as aguas de rios e o volume de amostra

preparado foi de 5 mL.

3.3.5.3 Analise de amostras de alimentos

Os sensores amperométricos propostos para determinacao de carbofuran e
diuron foram avaliados em amostras de cenoura e tomate (coletados dos dois
supermercados diferentes na regiao de Sao Carlos, no interior do Estado de Sao
Paulo (Brasil)). As cenouras (Daucus carota) e tomates (Styllus) foram moidas no

liquidificador na presenca de uma solucdo de 0,1 mol L™ de hidréxido de sédio a
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uma temperatura de 70° C durante 1 hora para hidrolisar a possivel presenca de
carbofurano nos alimentos. Em seguida 20 mL de cada extrato foi centrifugada a
uma velocidade de 3.000 rpm e uma pequena aliquota do sobrenadante foi testada
no CLAE e no sensor biomimético afim de verificar a presenga de agrotoxico. Apds
essa etapa foi recolhido cerca de 1 ml do sobrenadante de cada extrato e foi
enriquecido com uma concentragdo conhecida de agrotoxico, e diluido em solugéo
tampao fosfato/acetonitrila (4:1, v/v) pH 7,0 até o volume de 10 mL. A determinagao
da concentragdo de cada agrotoxico nos extratos foi realizada pelo método de

adicao de padrao.

3.3.6 Aplicagao de sensor biomimético em amostras farmacéuticas

Nesse estudo foram analisados dois medicamentos genéricos contendo 50 e
100 mg de diclofenaco por comprimido.

Inicialmente baseando-se na dosagem de diclofenaco em cada comprimido,
foram macerados 2 comprimidos com um pistilo em um almofariz. Através do valor
nominal de cada comprimido foi possivel preparar uma concentragao conhecida de
diclofenaco. Apdés essa etapa as amostras farmacéuticas foram submetidas a
fitracdo convencional para a retirada de substancias insoluveis. Os resultados
obtidos com o sensor proposto foram comparados com o método convencional de
analise (CLAE).""

3.3.7 Aplicagao do sensor biomimético em amostras de soro
biolégico

As amostras de soro biolégico foram obtidas voluntariamente de individuos
aparentemente sadios através da coleta de sangue. O sangue foi submetido a um
processo de separagdo usando uma centrifuga com uma rotacdo de 3.000 rpm.
Apbs essa etapa o sobrenadante (soro biolégico) foi recolhido e estocado na
geladeira a uma temperatura de -4° C."'* A preparagao da solucdo do soro bioldgico
procedeu-se através da mistura de 1 mL do padrdo diclofenaco em uma
concentracado conhecida e 1 mL de soro. A analise das amostras de soro procedeu-
se da utilizacdo de uma aliquota de 100 pL de cada amostra para cada medida
eletroquimica. O método de analise usado para determinacdo de diclofenaco em

amostras de soro biolégico foi a adicdo de padréo.
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3.4 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

3.4.1 Simulagao computacional dos MIPs

Para o desenvolvimento de MIPs sensiveis e seletivos foi realizado
inicialmente experimentos computacionais que teve como objetivo avaliar o grau de
interacdo entre o monbmero e o template. Desta forma, as simulagbes
computacionais realizadas focaram-se na obtenc¢ao da informacao que indicasse a
maior afinidade entre o(s) analito (s) e diversos monémeros comercialmente
disponiveis e que sdo comumente empregados na sintese de MIPs para diferentes

analitos.

Os programas computacionais utilizados nesses estudos foram:
1) HyperChem® 8.0.5: Foi 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 ligagcdes entre atomos.

b) OmegaZ2: Gera diversos conféormeros das moléculas, o que torna possivel
levar em consideracao possiveis impedimentos espaciais. Por padrao, séo
gerados 10 conférmeros de cada template, sendo escolhidos 3 ao acaso
para realizar os testes simulatérios.

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: Sera utilizado para realizar as simulagdes propriamente ditas.
Este programa faz a aproximagdo dos monémeros com a molécula que sera
usada como molde calculando a energia liberada, resultando assim a
afinidade entre os mesmos. MOPAC ¢é um utilitario que emprega quimica

quantica semi-empirica para os calculos de aproximacgao.
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Foram avaliados nesse estudo 20 monémeros, os quais foram nomeados de
MP1 a MP20 (Tabela 6).

Tabela 6 - Monbmeros comumente usados na sintese de MIPs e escolhidos para realizar as

simulagdes computacionais.

Sigla Monémero
MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno |MP11 Acido metilenosuccinico
MP2 Acido imidazol-4-acrilico MP12 Acido metacrilico
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrilico |MP13 3-divinilbenzeno
MP4 Acido acrilico MP14 4-divinilbenzeno
MP5 Acrilamida MP15 Estireno
MP6 Acroleina MP16 1-vinilimidazol
MP7 Alilamina MP17 2-vinilpiridina
MP8 Acrilonitrila MP18 4-vinilpiridina
MP9 Etileno glicol dimetacrilato MP19 ACidOer;ZZgizg%i;cn;eﬁl-1-
MP10 | 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato | MP20 2-hidroxietil metacrilato

3.4.2 Caracterizagcao dos polimeros molecularmente impressos

As técnicas analiticas mais importantes usadas na caracterizagdo morfolégica
dos MIP baseiam-se na observagao microscoépica da superficie do polimero e na
medicao da porosidade do mesmo e na estrutura dos grupos funcionais do material
resultante. A porosidade do polimero determina a acessibilidade dos analitos aos
pontos de unido presentes no interior da matriz polimérica, para que quanto maior
for a porosidade, mais rapido sera o processo de transferéncia de massa e mais
rapidamente se alcangara o equilibrio. As técnicas empregadas nesse estudo

encontram-se a seguir:

3.4.2.1 Microscopio eletrénico de varredura

A morfologia dos polimeros impressos e nédo impressos foram observados
através de um microscoépio eletronico de varredura modelo JEOL JSM 7500F. As
amostras analisadas foram recobertas com ouro e a voltagem de aceleragcdo usada

durante a microscopia foi de 2,0 kV.
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3.4.2.2 Metédo BET (Bunauer-Emmett-Teller)

O método de adsorgdo de BET é o procedimento mais utilizado para a
determinacao da area superficial especifica total. Nesse método, o gas passa sobre
uma amostra resfriada a temperatura do nitrogénio liquido (77K), sob pressdes de
até 2 atm e pressoes relativas (P/Py) inferiores a 0,3. O N, adsorvido fisicamente em
cada pressao produz uma alteracdo na composigao de saida, registrada por um
detector de condutividade térmica, ligado a um registrador potenciométrico. Ao
aquecer a amostra, pela perda de contato do N (liquido) com a célula de
amostragem, o N, é dessorvido. A area dos picos € proporcional a massa de
N, dessorvida. A partir do volume de N, obtido no ensaio e utilizando a equacgao de
BET, determina-se o volume de nitrogénio necessario para recobrir a superficie
adsorvente com uma monocamada. O equipamento utilizado foi um Micromeritics
GEMINI-VII.

3.4.2.3 Espectroscopia do infravermelho (transformada de Fourier)

Os espectros de infravermelho foram registrados em um aparelho Perkin-
Elmer Spectrum GX FT-IR System, na regigo de 4000-400 cm™, com resolucéo de 4
cm”. Os espectros foram obtidos por transmitancia, utilizando a técnica de
pastilhamento com KBr. As pastilhas foram confeccionadas usando uma prensa
Perkin-Elmer (7 toneladas), diluindo a amostra de interesse em KBr, na proporgao

de 1:100.

3.5 SINTESE DOS MIPS PARA DETERMINAGCAO DE DIURON

A primeira etapa da sintese consiste em dissolver o template em um solvente
porogénico. Em seguida adicionou-se o mondmero contendo grupos funcionais
complementares aqueles da molécula molde, o que permitiu formar em solugao o
complexo “mondmero-molécula”, por meio de interagbes ndo covalentes, entre os
respectivos grupos funcionais complementares. Posteriormente foram adicionados
ao meio reacional o reagente de ligagao cruzada e o iniciador radicalar de
polimerizagao.®>

As sinteses de MIP e NIP foram realizadas através da técnica de polimerizacao
em bulk (solugdo) a qual é a mais comum. A preparagao dos MIPs foi conduzida em

frascos selados contendo o mondmero previamente selecionado através das
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simulagdes computacionais. O MIP sintetizado possuia as seguintes quantidades de
reagentes: 1 x 10® mol L' de diuron (template), 6 mL solvente porogénico
(acetonitrila), 4 x 10 mol de mondmero, 2 x 10" mol reagente de ligagao cruzada e
6,1 x 10 mol de AIBN (iniciador radicalar). As reagdes ocorreram na auséncia de
oxigénio sob fluxo de N, por, pois retarda a reacdo de polimerizagdo.""®"" O
borbulhamento com N, ocorreu por 10 minutos e em seguida os tubos de ensaio
contendo os reagentes foram colocados em banho maria a uma temperatura estavel
de 60° C por um periodo de 24 horas (Figura 26).

Nessa etapa é importante que a temperatura se mantenha sempre constante,
pois a variacdo de temperatura pode comprometer a sintese dos MIPs, e
consequentemente a formacgao dos sitios de ligagdo monémero:template. Apds os
primeiros minutos de aquecimento, o iniciador radicalar fornece os radicais livres
para formacado dos primeiros radicais e a partir deste momento a polimerizacao se
inicia e termina com a formacao de um material solido de cor branca. Os iniciadores
radicalares estudados neste trabalho foram o EGDMA e TRIM. Na tabela 7 temos as

principais sinteses realizadas nesse trabalho:

Tabela 7: Sinteses realizadas para os monémeros acido metacrilico e acido acrilico

utilizando diferentes agentes de reticulacéo.

Agente de
Nome | Monémero (5 mmol) i ~ Solvente (6 mL) | Iniciador
reticulagao

P1 EGDMA

| MA Cloroférmio
P2 TRIM
P3 EGDMA

- | MA Tolueno
P4 TRIM
P5 EGDMA

] MA Metanol
P6 TRIM

AIBN

P7 . EGDMA .

- MA i Acetonitrila
P8 TRIM
P9 EGDMA

- AA Cloroférmio
P10 TRIM
P11 EGDMA

-] AA Tolueno
P12 TRIM
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P13 EGDMA

- AA Metanol
P14 TRIM
P15 EGDMA

] AA Acetonitrila
P16 TRIM

" Valor otimizado

Por fim, os solidos poliméricos resultantes foram moidos, peneirados e
submetidos a varias lavagens com solvente no sistema sohxlet por um periodo de 96
horas (4 dias) com uma solugdo de metanol e acido acético (9:1, v/v), afim que
ocorra a extracéo do analito. E importante ressaltar que a extracdo do template deve
ser completa para formacéao dos sitios de ligacdo. A Figura 26 apresenta o sistema

soxhlet empregado na lavagem dos polimeros sintetizados.

Figura 26 - Sistema sohxlet usado para limpeza (a) e sistema de aquecimento empregado

nas sinteses dos polimeros (b)

ApoOs a etapa de lavagem deve-se notar que ndo ha excesso de reagentes

como mondémeros funcionais no polimero. Espera-se que o numero de sitios de
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ligagcbes ndo especificos sejam bem reduzidos, uma vez que os grupos funcionais
que definem os sitios de reconhecimento estdo teoricamente ligados ao template.
Vale recordar que a escolha dos monémeros foi baseada de acordo com as
simulagbes computacionais realizadas. Sendo que nesse estudo foram escolhidos,
um mondmero com alta (acido metacrilico) e outro com baixa energia de ligagao

mondmero-analito (acido acrilico).

3.6 Estudo da cinética de adsor¢ao dos polimeros molecularmente

impressos

Nesse estudo cerca de 30 mg de MIP e NIP foram previamente pesados e
transferidos para frascos com tampa e adicionados em um volume de 5 mL de
solucado de diuron com concentracdo de 100 ppm, sendo as solug¢des preparadas
nas proporgdes v/v (1:1, 2:1, 3:1, 4.1 1:2, 1:3, e 1:4) de fosfato/acetonitrila. Os
frascos foram lacrados e agitados durante um intervalo de tempo especifico em um
homogeneizador. Os intervalos de tempo foram: 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 e 240
minutos."®""® Ao término deste periodo, aliquotas do sobrenadante foram coletadas
e analisadas em CLAE-UV.

3.7 Isotermas de adsorgao

Quantidades de 30 mg de MIP e NIP foram previamente pesados e
transferidas para frascos com tampa e adicionadas em um volume de 5,0 mL de
solucdo de diuron de concentragcbes entre 10 e 180 ppm, sendo as solucdes
preparadas nas propor¢des 1:2 (v/v) de 0,05 mol L™ de tampao fosfato/acetonitrila
(pH 7,0) (Figura 27). Os frascos foram lacrados e agitados durante um intervalo de
tempo de 180 minutos. Ao término deste periodo, aliquotas do sobrenadante foram
coletadas e analisadas no CLAE-UV. A quantidade de substrato que permaneceu
livre em solucao foi determinada em analise CLAE e a concentragao adsorvida pelo
MIP (concentracao de substrato adsorvido/g de polimero) é determinada mediante a

subtracdo da quantidade inicial de substrato na solucdo (Equacao 5).'%°

Cppm adsorvido pelo polimero = Cppm Total — Cppm CLAE (EqU3950 5)



Capitulo Ill - Procedimento Experimental / 57

Figura 27 — Homogeneizador utilizado nos ensaios de religagao de MIP/template

3.8 Teste de seletividade de MIPs

A seletividade do MIP foi avaliada quando misturados em 0,05 mol L™ tampao
fosfato e acetonitrila (pH 7,0) em proporg¢ao (1:2, v/v) com outros agrotdxicos. As
moléculas utilizadas nesse estudo foram o carbofurano e o 24-D e as
concentragdes usadas nesta analise foram de 25, 50, 75 e 100 ppm.'*'

Pesou-se 30 mg de MIP e NIP em frascos de 10 mL de capacidade e
transferiu-se o volume preparado contendo as concentragdes de cada analito e
submeteu-se a agitacdo magnética por 180 minutos. Apos essa etapa, passaram-se
as solugdes em filtros de 0,45 um, separando MIP e NIP, e através do CLAE-UV

determinou-se a concentragao de cada analito.

3.9 Analise em extragdo em fase sélida usando MIP (MISPE)

Os testes de pré-concentragdo do template (diuron) foram realizados
utilizando-se uma quantidade de 200 mg de cada MIP e NIP, que foram

empacotados em cartuchos de SPE de 6 mL de capacidade (Figura 28).
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Figura 28 - Sistema de extragcdo em fase sdlida. (A) Cartuchos de MISPE; (B) MIP e (C)

Sistema de pré-concentracao automatizado dom manifold e bomba & vacuo.

Inicialmente foi realizada a preparacdao da coluna (MISPE) através da
passagem de 25 ml de agua e 25 mL de acetonitrila/agua deionizada (1). Os
solventes eluidos foram armazenados para analise em CLAE. Um volume de 100
mL da solucdo contendo 10 ppm de diuron preparado em 0,05 mol L™ de tampao
fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0 foi percolada a uma vazdo de 1 ml min™ em
cada cartucho C18 contendo o polimero a fim de avaliar a capacidade de retencao
do analito neste tipo de sistema (2-3). Apds passar pelo MISPE, a solugéo de
amostra foi coletada para analise para verificar quanto de analito ndo havia sido
retido (4). Posteriormente foi passada, a mesma velocidade, 10 mL de acetonitrila
para eluicdo do analito e posterior quantificagédo no CLAE (5-6). O uso de metanol ao
invés de acetonitrila nessa ultima etapa ndo promoveu diferencas significativas na
extragdo do template. Nessas analises foi acoplada uma bomba a vacuo para

controlar o volume de amostra extraido do cartucho/minuto, conforme a Figura 29.
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Figura 29 - Etapa de SPE usada neste trabalho
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3.10 ANALISES CROMATOGRAFICAS (CLAE)

Foi empregado um cromatoégrafo Shimadzu modelo 20A, com detector
UV/Visivel SPD-20A, mostrador automatico SIL-20A e degaseificador DGU—-20As,
acoplado a um microcomputador (Figura 30). A fase estacionaria foi uma coluna de
fase reversa C18 da marca Shimadzu Shim — Pack CLC — ODS. Todas as amostras
antes de ser analisadas no CLAE foram submetidas a filtragdo com filtros de 0,45

pMm conectados a uma seringa.

As condi¢cdes cromatograficas usadas para cada analito encontram-se na
Tabela 8:
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Tabela 8: Condi¢des cromatograficas de cada analito.

112,122-123

Proporcao de | Comprimento Tempo de
Analito Fase moével
solvente (v/v) | de onda (nm) | retengao (min)
2,4-D ACN/H,0 75:25 225 3,8
Carbofurano ACN/H0 50:50 254 4,3
Diuron ACN/H0 75:25 225 4,8
Diclofenaco ACN/H,O/HF 63:34,5:0,5 225 5,2

Figura 30 - Cromatografo empregado neste trabalho (CLAE)

B
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CAPITULO IV
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES:

4.1 SENSOR BIOMIMETICO PARA DETECCAO DE 2,4-D

4.1.1 Caracterizagao eletroquimica de 2,4-D por voltametria ciclica
em eletrodo de pasta de carbono modificado com cloro 21H,23H-

ftalocianina 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil) ferro (lll)

Experimentos de voltametria ciclica foram realizados com o sensor biomimético
em uma faixa de potencial de -0,2 a 0,8 V, com uma velocidade de varredura de 50
mV s”. Na Figura 31a € mostrado o voltamograma ciclico correspondente ao
eletrolito de suporte. Observa-se que ha auséncia de picos de oxidacdo (ipa) € de
reducdo (ipc) que poderiam ser referentes ao complexo organometalico utilizado,
entretanto estes ndo foram observados. A curva 31b apresenta o voltamograma
ciclico do eletrdlito na presenca de 2,4-D na concentracdo de 3,9 x 10* mol L™,
promovendo uma acentuada variacdo da corrente catddica a partir de 50 mV vs
Ag/AgCI (KClsgt), caracterizando a reducgéao eletroquimica do 2,4-D na superficie do

Sensor.

Figura 31 - Voltamograma ciclico do sensor biomimético (A) do eletrélito e (B) presenca de
3,8 x 10" mol L™ de 2,4-D. Eletrélito: Tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0), v = 50

mV s™.
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Adicionalmente, como nao se observou nenhuma variagao de corrente anddica,

o sistema foi classificado como irreversivel. Por outro lado, cabe ressaltar, que a
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auséncia de pico catédico impossibilita realizar analises quantitativas usando
técnicas como voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada. Todavia a
voltametria ciclica foi util para verificar o comportamento eletroquimico do 2,4-D na
presenga do complexo cloro-21H,23H-ftalocianina 5,10,15,20-Tetraquis(pentafluoro-
fenil) ferro (Il1).

Apos ter sido verificada a resposta eletroquimica do sensor para 2,4-D,
procurou-se aperfeigoar as condigdes de analise, visando obter o melhor rendimento
nas analises eletroquimicas quantitativas. Estas informag¢des foram obtidas usando a
amperometria. Essa técnica foi escolhida como técnica eletroquimica para
quantificacéo de 2,4-D, uma vez que ela ndo depende diretamente do pico redox (ipa
ouipc).

A otimizacdo dos parametros analiticos usando amperometria foram
respectivamente, potencial aplicado, pH, tipo de solucido tampao, concentracdo de
solucado tampao e quantidade de complexo na preparacdo da pasta. A escolha do
melhor parametro analitico foi realizada através do maior valor de sensibilidade
obtido em curvas analiticas obtidas em amperometria. Na Figura 32 € mostrado um
estudo da resposta do sensor em fungao de diferentes quantidades de complexo
incorporadas na pasta de carbono, sendo a quantidade que apresentou melhor

resposta foi a de 23% (m/m).

Figura 32 - Estudo da resposta eletroquimica em amperometria da quantidade de complexo
incorporado no eletrodo de pasta de carbono. Condigdes: Solucao fosfato 0,1
mol L™ (pH 6,0), Ez= 100 mV.

1,8x10° 1

1,2x10° -

6,0x10° -

Sensiblidade / pA mol L

0,0 T T T T T T T T T
7 13 23 31 37,5
Quantidade de complexo na pasta (m/m)/ %




Capitulo IV — Resultados e Discussodes / 64

Todos os parametros analiticos otimizados com o sensor biomimético a base
de pasta de carbono sem MWCNT obtidos pelo método amperométrico, encontram-

se indicados na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros otimizados™ para a resposta do sensor biomimético sem MWCNT.

Parametros Avaliados

Quantidade de complexo 13 23" 31 37,5 — —
usado em 100 mg grafite
pH 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5
Solugao tampao Acetato | Fosfato | TRIZMA | Pipes | TRIS | BR
Fosfato / mol L™ 0,01 0,025 0,05 0,075 | 0,1° | 0,15
Potential vs Ag/AgCl / mV -300 -200 -150 100" | 100 | 150

Adicionalmente, visando avaliar a influéncia de nanotubo de carbono na
detectabilidade do sensor proposto, foram realizados neste trabalho, estudos do
efeito do uso de nanotubos de carbono de parede multipla ndo funcionalizado (A1 a
Ab5) e funcionalizado (A6) na preparagao do sensor biomimético. Conforme mostra a
Figura 33, verifica-se que a pasta preparada com 9% de MWCNT néo
funcionalizado, ndo apresentou efeito na resposta do sensor. Com o aumento da
percentagem de nanotubos na composi¢cao da pasta de carbono modificada, verifica-
se um incremento na sensibilidade do sistema. Entretanto, ao funcionalizar os
nanotubos de carbono, conforme mostrado no sensor A6 (preparado com 50% m/m,
MWCNT funcionalizado/grafite) observa-se que ocorre um aumento bem significativo
na sensibilidade do sensor, passando de 1,8 x 10° pA L mol™ com A1 para 1,8 x 10*
MA Lmol para A6, representando um aumento em 10 vezes na resposta do sensor.

A Figura 34 mostra os perfis de resposta e a Figura 35 as respectivas curvas
analiticas, obtidos com os sensores biomiméticos A1 (A) e A6 (B), mostrando o
aumento da sensibilidade, que foi favorecida pela presenga dos nanotubo de

carbono funcionalizados na pasta de carbono modificada.
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Figura 33 - Estudo de resposta analitica para o sensor biomimético utilizando varias
proporgdes grafite/nanotubo nao-funcionalizado (m/m) (A1-A5), e nanotubo

funcionalizado (A6).
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Figura 34 - Perfil amperométrico do sensor a base de EPC modificado com complexo cloro-
21H,23-ftalocianina-5,10,15,20-tetraquis (pentafluorofenil) ferro (lll) na auséncia
(A) e presenca de nanotubos de carbono de parede multipla funcionalizados (B).

Medidas realizadas em solugdo tampao fosfato pH 6,0 e E;, = -100mV.
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Figura 35 - Perfil das curvas analiticas para detecg¢ao do herbicida 2,4-D obtidas com os
dados apresentados na Figura 45. (A) Na auséncia e (B) na presenga de

nanotubos de carbono de parede mudltipla funcionalizados com grupos

carboxilicos.
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R =0,9983
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Assim, este sensor nas condi¢cdes otimizadas apresentou uma composi¢cao de
complexo e nanotubos funcionalizados respectivamente de 23% e 50% (m/m) na
pasta de carbono. A Figura 36 mostra a curva analitica obtida sob as condi¢des
otimizadas de preparacao e analise. Nestas condicbes o sensor mostrou uma faixa
linear de resposta entre 9,9 x 10° e 1,4 x 10™ mol L', uma sensibilidade de 1,8 x 10*
(+ 429) uA mol L™ e limites de detecgao e quantificagdo de 2,1 x 10° ¢ 6,8 x 10 mol
L™, respectivamente.'® A repetibilidade nas medidas e construcdo de sensores, em

termos de RSD (desvio padréao relativo) foi de 5,6% e 7,3%, respectivamente.



Capitulo IV — Resultados e Discussodes / 67

Figura 36 - Curva analitica obtida usando o sensor proposto modificado com 23% complexo

e 50% de MWCNT, sob condi¢des otimizadas e seu respectivo amperograma.
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4.1.2 Avaliagcao das caracteristicas biomiméticas do sensor

O carater biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este
sensor deveria apresentar caracteristicas similares a de um biossensor enzimatico,
uma vez que o complexo usado apresenta uma estrutura quimica analoga a do sitio
ativo da P450. Assim, isto foi avaliado através do perfil de resposta obtido com a
amperometria. Comparando-se com um sistema enzimatico, onde o mecanismo é
catalisado pelo composto bioldgico, inicialmente o sinal de corrente aumenta
linearmente com a concentragcdo do substrato (2,4-D), até um dado valor, onde a
partir dessa concentragéo o sinal de corrente alcanga um valor maximo, obtendo-se
assim um perfil hiperbdlico, que sugere que o complexo utilizado no sensor proposto

segue uma cinética pseudo-Michaelis-Menten (Figura 37, grafico inserido). 212
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Figura 37 - Grafico do duplo reciproco obtido com o sensor biomimético.
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Esse grafico foi linearizado obtendo-se o grafico de Lineweaver-Burk ou
grafico do duplo reciproco (Figura 37) do qual se pode determinar a constante
aparente de Michaelis-Menten (K:"). O valor encontrado foi de 2,3 x 10 mol L™,
cujo valor indica um bom grau de afinidade entre o complexo cloro-21H,23H-
ftalocianina 5,10, 15, 20-tetraquis(pentafluorofenil) ferro (lll) e o analito, 2,4-D. O valor
de K obtido encontra-se dentro dos intervalos de K obtidos para a enzima
P450 (CYP 2C9), que foi entre 10*a 10° mol L™.'%"'?® Na literatura foi encontrado
que a CYP 2C9 é responsavel pela metabolizacdo de agrotéxicos, ndo sendo
reportados ainda estudos que apresentem valores de K entre a CYP 2C9 com

2,4-D.

4.1.3 Seletividade

A seletividade do sensor biomimético foi confirmada a partir da avaliagao da
resposta do sensor através da amperometria em potencial -100 mV vs. Ag/AgCl. Os
agrotoxicos analisados nesse estudo foram: clorpirifés, metribuzin, carbendazim,
carbofurano, diuron, hexazinona, profenofds, ametrina, thiram e 2,4-D. Os resultados
obtidos na Figura 38 mostram que somente o 2,4-D apresentou sinal analitico nas
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condigbes otimizadas. Isso demonstra o carater altamente seletivo do sensor, o que
era esperar para um sensor biomimético. A concentragao utilizada nesta analise com

cada agrotéxico foi de 1,0 x 10 mol L,

Figura 38 - Estudo de seletividade com diversos agrotoxicos em amperometria. Medidas
realizadas em tampé&o fosfato em pH 6,0 e acetonitrila (4:1 v/v), Eqp=-100 mV vs
Ag/AgCl.
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41.4 Analise de amostras ambientais

O sensor proposto foi avaliado em amostras de solo enriquecidas com 2,4-D,
conforme o processo de amostragem e enriquecimento abordados na parte
experimental. Os resultados das analises foram obtidos empregando a
amperometria (Tabela 10) que mostraram uma recuperagcéo de 2,4-D proximo a
100%, que evidencia auséncia de efeito de matriz nesse tipo de amostra. Pode-se
notar que os resultados apresentaram boa repetibilidade (experimentos realizados
em ftriplicatas), com RSD abaixo de 4%. Verificou-se que dentre as analises
realizadas, um simples polimento do eletrodo de pasta de carbono era suficiente

para a renovacgao da superficie.
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Tabela 10 - Valores de recuperagao encontrados com o sensor biomimético modificado com

MWCNT em amostras de solo apds enriquecimento com 2,4-D.

Amostras de [2,4-D]/ mol L™ Recuperagao
solo/profundidade (cm) Adicionado | Encontrado (%RSD) (%)
0-10 5,0 x 107 4,70 x 10°(3,1) 94
10-20 5,0x10° 4,75x 10° (3,7) 95
20-40 5,0x10° 4,90 x 10°(1,4) 98
n=3

4.1.5 Estudo de repetibilidade do sensor biomimético

Na Tabela 11, pode ser observada, a repetibilidade do sensor biomimético através
do estudo de repetibilidade interdias e intradias. Os valores obtidos em RSD mostraram
menores variacdes na sensibilidade em estudos intradia em relacao a interdias. O tempo de
vida do eletrodo foi avaliado por um periodo de 10 dias em uso continuo, sendo feito média
das sensibilidades de 3 curvas analiticas obtidas a cada dia. O valor de RSD encontrado foi
de 5,5% indicando a alta confiabilidade do sensor na analise de 2,4-D. Adicionalmente foi
realizado estudo operacional apresentando aproximadamente 8 determinagbes por cada
porcdo de modificador adicionado no EPC. Lembrando que em EPC pode-se renovar a

superficie do eletrodo através de um simples polimento em papel (sulfite).

Tabela 11: Estudo de repetibilidade do sensor biomimético

Parametro (unidade) Resposta
Reprodutibilidade intradia (RSD, n=5 sensibilidades de 3 5
curvas analiticas). =
Reprodutibilidade interdia (RSD, n=5 sensibilidades de e
, 1 /0

curvas analiticas).

Tempo de vida (uso continuo) (RSD%) 10 dias (5,5)
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4.1.6 Estudo eletroquimico de sensor biomimético em eletrodo de

disco rotatério para detecg¢ao do acido diclorofenéxiacético (2,4-D)
Baseando-se nos resultados obtidos com o 2,4-D em sistema batelada foram
realizadas analises adicionais em eletrodo de disco rotatorio de dimensao 3 mm de
didmetro e 3 mm de profundidade. As analises foram conduzidas em amperometria
nas mesmas condi¢gdes de analise do sensor biomimético em batelada (potencial -
100 mV vs Ag/AgCl, solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L™" em pH 6). Pode-se notar na
Figura 39 que a utilizagdo do sistema hidrodinamico possibilitou melhora na resposta
do sensor, aumentando a sensibilidade do sensor biomimético, quando comparado

com o sistema em batelada, onde a sensibilidade & menor.

Figura 39 - Perfil de resposta do amperograma e sua curva analitica em eletrodo de disco

rotatério (RDE) obtidas a partir de adicdes sucessivas de [2,4-D] = 4,95 x 10°

mol L’
6-
0- 29
< o
3 -6 ol
~ 00  20x10° 40x10° 6,0x10°
124 [2,4-D] / mol L
184
24 |
300 350 400
Tempo /s

Também foi possivel observar que em meio de nitrogénio a resposta
eletroquimica praticamente ficou constante, quando analisado os valores de
sensibilidades das curvas analiticas que foram obtidas a partir de amperogramas.
Na Figura 40 temos os valores de sensibilidade em meio de oxigénio foi 1,1 x 10* e
de nitrogénio foi de 9,1 x 10° ypALmol™". Comparando-se as sensibilidades podemos

dizer que o oxigénio que se encontra dissolvido no eletrdlito ndo apresenta efeito tao
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significativo na resposta eletroquimica do 2,4-D. E observado o aumento da
sensibilidade devido ao efeito do sistema hidrodinamico. Isso ocorre devido a
contribuigdo do transporte de massa que ocorre por difusdo e convecgao, sendo que
essa ultima apresenta um maior efeito de transporte. Nesse caso, o analito que se
encontra em solugdo atingira a superficie do eletrodo mais efetivamente que no
sistema estatico na qual o transporte de massa ¢é realizado por difusdo. No estudo
de velocidade de rotacdo do eletrodo de trabalho foram avaliados 100, 125, 150, 200
rom, sendo 100 rpm o melhor intervalo encontrado na qual se conseguia

amperogramas mais estaveis e reprodutiveis.

Figura 40 - Perfil da curva analitica em sistemas batelada e hidrodindmico na auséncia e

presenca de O, e suas respectivas sensibilidades (pALmoI'1).
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Deve-se enfatizar que o eletrodo utilizado nessa etapa €& diferente do
eletrodo usado na etapa inicial, sendo a profundidade da cavidade onde se
adicionou a pasta é 3 vezes maior que o eletrodo utilizado anteriormente. Assim
foram realizados para fins de comparagao, analise com o eletrodo em modo estatico
e em rotacao de 100 rpm que foi a condicdo otimizada.

Na figura 41 sao mostradas imagens de FEG-SEM dos modificadores
usados na construgdo do sensor biomimético. Em (A) temos a imagem do grafite, (B)
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grafite, complexo e (C) e (D) grafite, complexo e MWCNT-COOH. Visualiza-se em
(D) que as extremidades dos nanotubos encontram-se mais arredondadas, fato que
evidencia a presenga de grupos carboxilicos que foram inseridos durante a
funcionalizagédo. O diametro dos MWCNT foi medido, sendo obtido para os MWCNT
nao funcionalizados aproximadamente 24,7 nm e para os MWCNT-COOH
aproximadamente 16 nm. A funcionalizagdo propiciou inserir grupos carboxilas que
auxiliaram na condutividade elétrica e também propiciou obter nanotubos mais
uniformes, livre de impurezas e com tamanhos menores tanto em comprimento e

didmetro.

Figura 41 - Imagens obtidas em Microscopia eletrénica de varredura (FEG-SEM): (A)

Grafite, (B) Amostra contendo grafite e complexo (cloro 5,10,15,20-
Tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina de ferro (1), (B)
grafite+complexo+MWCNT-COOH, (C) e (D) MWCNT-COOH.

Na Figura 42 é apresentada uma imagem obtida no FEG-SEM de uma

amostra contendo o complexo cloro 5,10,15,20-Tetraquis (pentafluorofenil)-21H,23H-
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porfirina ferro (Ill). Dessa imagem, uma regi&o foi selecionada para analise quimica
através da espectroscopia dispersiva de raios-X (EDX) a fim de verificar a presenca
do complexo. Analisando o EDX pode-se verificar a presenga dos atomos de fluor
(F), cloro (Cl) e ferro (Fe) que constituem a estrutura quimica do complexo. Devemos
enfatizar que na pasta de carbono nao ocorre a interacdo quimica entre o complexo

e o0 nanotubo, pois se encontram em forma de particula sélida na pasta de carbono.

Figura 42 - Imagem em MEV do complexo cloro 5,10,15,20-Tetraquis (pentafluorofenil)-
21H,23H-porfirina de ferro (lll) (A) e seu EDX (B). Condigcbes do MEV:

Aceleragao de voltage: 7.0 kV, magnificacéo: 10°.

(A) R P

(B)
200

150

100
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O tratamento quimico foi realizado em meio oxidante através de uma solugéao

sulfonitrila (3H2S0O4:1HNO3) que funcionaliza a superficie do carbono com o
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ancoramento de grupos funcionais como hidroxila (-OH), carboxila (-COOH) e
carbonila (-C=0).'®

Os grupos carboxila do MWCNT foram também caracterizados em
espectroscopia de infravermelho (FTIR). Na Figura 43, o espectro de infravermelho
(IV) dos nantotubos tem uma intensa bandas de absorg&o cobrindo a regido entre
4000 - 400 cm™."° O pico de 3450 cm™ corresponde ao estiramento do grupo —OH
pertencente ao grupo carboxila presente na amostra de MWCNT-COOH. O pico de
grande magnitude visualizada em 1600 e 1725 cm™” corresponde respectivamente a
banda de estiramento C-OH e -C=0 dos acidos carboxilicos presente nas

extremidades do nanotubos de carbono.

Figura 43 - Analise de MWCNT e MWCNT-COOH em FTIR
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4.2 SENSOR BIOMIMETICO PARA DETECGAO DE DIURON

4.2.1 Caracterizacao e otimizacao eletroquimica do diuron em
eletrodo de pasta de carbono modificada com 29H,371H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (Il)

A caracterizacao eletroquimica do sensor biomimético foi realizada usando
voltametria ciclica em uma faixa de potencial de -0,25 a 1 V. A Figura 44 apresenta
um voltamograma ciclico do eletrdlito (A), e em (B) o eletrdlito na presenca de diuron
na concentragdo de 4,5 x 10® mol L. Pode-se notar que nesse intervalo de
potencial estudado, o diuron apresenta uma corrente de pico anoddica (ipa)
caracterizando uma oxidacao eletroquimica em potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl
(KClsat). O perfil do voltamograma ciclico sugere que o sistema seja irreversivel,

caracterizando um sistema eletrocatalitico. "'

Figura 44 - Voltamogramas ciclicos para sensor a base de pasta de carbono modificada
com 29H,31H-ftalocianina-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (ll) (NiOPc).
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ApoOs verificar o aumento irreversivel da corrente de oxidagcdo de diuron no
sensor proposto, a seguir, iniciaram-se as medidas amperométricas em potencial de
750 mV vs. Ag/AgCl, afim de verificar a influéncia do complexo na preparacédo da
pasta de carbono. As respectivas curvas analiticas que foram obtidas estao

representadas na Figura 45.

Figura 45 - Resposta analitica (Ai vs [Diuron]) para eletrodo de pasta de carbono nao
modificada (A) e modificada (B). Medidas realizadas na amperometria em tampéao fosfato pH

8,0, potencial aplicado de 750mV.

1,8

Ai [ pA

3,0x10° 6,0x10” 9,0x10°
[Diuron] mol L™
E observado que o eletrodo modificado provoca um aumento de 6,35 vezes na
sensibilidade do sensor proposto. Assim, para obter o melhor valor para a relagao

(m/m) complexo/pasta de carbono, este parametro foi otimizado. Os outros

parametros otimizados pode ser encontrado na Tabela 12.

Tabela 12 - Parametros otimizados e caracteristicas do sensor biomimético para diuron.

Parametros Avaliados

Quantidade de complexo / 13 23 31" 37,5

% (m/m)

pH 6,0 6,5 7,0 75 | 80 | 85
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Tampéo Acetato | Fosfato | TRIZMA | Pipes | TRIS | BR
Fosfato / mol L™ 0,01 0,025 0,05 0,075| 0,1 | 0,15
Potential vs Ag/AgCl / mV 600 650 700 750 | 800 | 850

O sensor proposto apresentou nas condi¢gdes otimizadas uma resposta linear

para diuron entre 9,9 x 10% e 1,5 x10* mol L™ (Figura 46), uma sensibilidade de 2,3

x 10* (+ 3x10%) pA mol L™ e limites de detecgdo e quantificacdo de 3,1 x 10° e 9,3 x

10 mol L, respectivamente.'?*

Figura 46 - Curva analitica obtida para diuron em condigbes otimizadas (inserido) e

amperograma tipico obtido com o sensor biomimético. Medidas realizadas em

fosfato 0,1 mol de L™ (pH 8,0).
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4.2.2 Proposta de Mecanismo de resposta do sensor proposto
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O mecanismo proposto da reagao eletroquimica do diuron com o complexo

NiOPc iniciar-se-ia pela oxidagdo do complexo de niquel (etapa 1). A seguir, na
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presenga de diuron ocorre a reagao redox entre o diuron e o complexo niquel (lII)
reduzindo-se para niquel (lI) e simultaneamente oxidando o diuron (etapa 2),
caracterizando um sistema eletroquimico do tipo EC (Figura 47). Assim, a corrente
observada corresponderia a regeneragao do complexo niquel (ll) para complexo

niquel (lll) que foi oxidado na presenga de diuron.

2 Ni#* — 2Ni**" + 2¢” (etapa 1)
p

2 Ni**+ 2diuroneq — 2 Ni®* + diuronox (etapa 2)

Figura 47 - Proposta de mecanismo de reagao do diuron e o modificador biomimético.'*?

E,

2Ni3* 2Ni%*
-2H*

Cl

\)k/ m
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4.2.3 Verificagao do carater biomimético do sensor

O sensor biomimético proposto foi avaliado em concentragdes acima da
regido de resposta linear, obtendo-se um perfil hiperbdlico, que é caracteristico de

biossensores enzimaticos e sensores biomiméticos.’®>'?® Para estimar a constante

app
aparente de Michaelis-Menten (KMM ), construiu-se o grafico de duplo-reciproco
(Figura 48), cujo valor foi 4,0 x 10 mol L. Esse valor encontra-se de acordo com o

esperado para biossensores e sensores biomiméticos (10°a 10 mol L™).72"12 Esse
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app . . . . .
valor Ko indica a forte afinidade do analito com a fase sensora, representado pelo

complexo NiOPc.

Figura 48 - Grafico do Duplo reciproco obtido a partir do sensor a base de NiOPc.

1,40

1,05 +

A A

0,70+

0,35-
A =-0,15 + 6,63 x10°[Diuron]”

V R= 0,0961

50x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10*

appy-1
(Ko

[Diuron] " / mol L™

A seletividade do sensor proposto foi avaliada a partir da resposta do sensor
na presenca de 10 agrotoxicos (2,4-D, carbofurano, thiram, clorpirifés, diuron,
metribuzin, hexazinona, ametrina, profenofés e carbendazim) em amperometria. A
avaliacao da resposta eletroquimica procedeu-se através de adi¢cdes sucessivas dos
analitos e eletrolito de 1-10 dos quais apenas o diuron apresentou resposta
eletroquimica mensuravel em potencial de 750 mV vs Ag/AgCl (Figura 49).

Verificou-se também em solugdes contendo esses agrotoxicos que foi
possivel construir a curva analitica e quando comparado com a resposta com a
curva analitica na auséncia desses possiveis interferentes, a queda na resposta
eletroquimica foi aproximadamente de 4%. Isso demostra que o sensor é altamente

promissor, robusto e estavél em medidas eletroquimicas.
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Figura 49 - Estudo de seletividade com diversos agrotoxicos em amperometria.
Medidas realizadas em tamp&o fosfato em pH 6,0 e acetonitrila (4:1
v/v), potencial aplicado de 750 mV vs. Ag/AgCl. [Agrotoxicos] = 1,0 x
10™ mol L™,
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4.2.4 Analise em amostras ambientais

Os resultados encontrados na recuperagéo de diuron em amostras de aguas
de rios e em solo a diferentes profundidades, podem ser vistos na Tabela 13. Os
testes de recuperagcao foram realizados em triplicada e os resultados obtidos foram
aproximadamente préximos a concentracdo adicionada, evidenciando que nesses
meios analisados praticamente ndo ocorreu efeito de matriz. A aplicagdo com
sucesso do sensor proposto permite estender a aplicabilidade sensivel e seletiva do
dispositivo para outros tipos de amostras. Deve-se enfatizar que o RSD obtido nas
medidas eletroquimica foi relativamente baixo, demonstrando a repetibilidade e

principalmente a confiabilidade do sensor eletroquimico desenvolvido.
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Tabela 13 - Dados obtidos na recuperacédo de diuron em amostras aguas de rios com o

sensor biomimético.

Amostras [Diuron] / mol L™ Recuperagio / %
Adicionado | Encontrado (RSD%)

Jacaré-Guacu 50x10° 4.7 x 107 (3,6) 94
Jacaré-Pepira 5.0x 105 5,2 x 10°(2,9) 104
Chibarro 50x10° 5,0 x 107 (2,6) 101
Solo (0-10cm) 50x10° 48x10° (2,5) 95
Solo (10-20cm) 50x10° 5,3 x 10°(3,1) 105
Solo (20-40 cm) 50x10° 5.3 x 107 4,1) 106

n=3

4.2.5 Aplicacao de sensor biomimético para detec¢ao de diuron em

amostra de alimento (tomate)

As amostras de tomate fortificadas foram analisadas com o sensor biomimético
utilizando a amperometria em potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl. Na avaliagdo dos
amperogramas obtidos, visualizou-se que o sinal eletroquimico do padrdo e da
amostra de tomate fortificada com diuron na concentragdo 5,0 x 10° mol L7,
apresentou uma taxa de recuperacao proxima a 100%, evidenciando que no meio
analisado nao houve efeito de matriz. Quando comparado os resultados obtidos do
sensor biomimético com o CLAE-UV, os resultados foram similares, comprovando
que esse sensor pode ser utilizado na determinacao de diuron nesse tipo de matriz
(Tabela 14).

Tabela 14 - Resultados obtidos com o sensor biomimético em amostras de tomate

fortificadas.

Cf;m_rc;sr:lr:tse [D|uronI]nicIi|f_|1onadol [Dlurorgn(:)r;clz_c_>1ntrado CLAE / mol L'
n° 1 5,0x10™ 4,94x107° (+4,5) 5,0x10™° (+0,5)
n°® 2 5,0x107° 5,12x107 (+3,3) 5,1x107° (0,8)
n°3 5,0x107° 4,71x10° (+2,0) 4,82x10° (+0,3)
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR BIOMIMETICO PARA
DETECGAO DE CARBOFURANO

Os estudos eletroquimicos para o desenvolvimento de um sensor biomimético
para deteccao de carbofurano foram realizados com o complexo hemina e 6xido de
grafeno. Na Figura 50A é apresentado um voltamograma ciclico para o sensor néao
modificado e modificado com hemina em um intervalo de potencial entre -0,2 a 0,8
V. Constatou-se que a resposta eletroquimica do eletrodo ndo modificado nao
apresentou corrente de pico (ipa), € Sim uma variagéo da corrente de oxida¢do. Mas
quando avaliado o voltamograma ciclico do sensor bomimético, uma corrente de
pico em potencial de 550 mV foi visualizada. Essa resposta eletroquimica deve-se a
reacdo acoplada de hemina e carbofurano o qual promoveu a oxidacao
eletroquimica do carbofurano na superficie do eletrodo. A auséncia da corrente
catdédica na faixa de potencial estudada mostra que esse sistema é do tipo

irreversivel.

Figura 50 - Voltamograma ciclico do sensor ndo modificado e modificado com hemina (A),
modificado com hemina e hemina e 6xido de grafeno (B). Condigbes de analise:

[carbofurano] = 1x10™* mol L™, Tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), v =50 mVs™.

20
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Na Figura 50B é feito uma comparacao entre as curvas voltametricas do sensor
biomimético e sensor biomimético modificado com oxido de grafeno. Pode ser visto
claramente no sensor biomimético modificado com 6xido de grafeno o aparecimento
de dois picos redox, sendo uma corrente de pico anddica em 0,25 V e uma corrente

de pico catédica em 0,1 V, correspondendo a oxidacdo e reducdo do ferro
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pertencente a hemina. Pode-se notar claramente que o uso de 6xido de grafeno
aumentou a resposta eletroquimica do sensor biomimético. Experimentos com
eletrodo modificado somente com éxido de grafeno também foram realizados, nao
apresentando o mesmo perfil voltamétrico quando se utilizou o sensor biomimético
modificado com oxido de grafeno. Sugere-se que a hemina empregada como
modificador biomimético esteja promovendo uma eletrocatalise e que quando
incorporado na pasta de carbono, o 6xido de grafeno contribuiu com o aumento do

sinal analitico.

O estudo de velocidade de varredura com o sensor proposto foi realizado
entre 10-400 mVs™ e foi verificado a presenca de dois picos anddicos em 0,25 e 0,55
V e uma corrente catédica em 0,15 V (Figura 51). Conforme a velocidade de
varredura foi aumentada a corrente de pico anddico e catddico também aumentou. O
grafico de corrente de pico (ipa1) VS raiz quadrada da velocidade de varredura (insert)
apresentou um perfil de resposta linear, demonstrando que o transporte de massa
do carbofurano do meio eletrolitico para a superficie do sensor € controlada por

difusdo. 33134

Figura 51 - Variagéo da corrente de pico anddica com a velocidade e varredura (A) e grafico
de Aia1 vs v'"? (B). Condigdes de andlise: [carbofurano] = 5x10™*mol L™, Fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0).
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4.3.1 Influéncia do pH na voltametria de onda quadrada (VOQ)

O intervalo de pH analisado na cela eletroquimica foi entre 5 a 8 e a técnica
eletroquimica usada foi a voltametria de onda quadrada (VOQ). A partir da Figura 52
foi constatado que em pH &acidos a resposta eletroquimica € menor devido a
protonacao do carbofurano. Quando analisado o pH 7,0 foi encontrado o maior sinal

de corrente de pico (ipa), sSendo entéo escolhido para as analises eletroquimicas.

Figura 52 - Estudo em VOQ do pH realizado com o sensor proposto. Medidas realizadas em
0,1 mol L™ de tampéo fosfato (pH 7,0), f=10 Hz, A=100 mV, AEs =4 mV, E,.c =0V e toc =

50 s, [carbofurano] = 1,0 x 10™*mol L.
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Tabela 15 - Parametros otimizados do sensor biomimetico proposto

Quantidade de complexo na .
7 9 13 23
pasta/ % (m/m)
Quantidade de 6xido de .
0,02 0,04 0,11 0,15
grafeno na pasta / % (m/m)
pH 6,0 6,5 7,0 7,5
Tampao Fosfato’ BR TRIS | TRISMAN
Fosfato / mol L™ 0,01 0,05 0,075 0,1

*Valor otimizado. BR: tampao Britton-Robson.
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4.3.2 Efeito do uso dos modificadores no sensor eletroquimico

Figura 53 mostra a resposta eletroquimica em voltametria de onda quadrada
através do uso de modificadores na superficie do eletrodo. E visualizado a corrente
de pico anodico do carbofurano em eletrodo ndo modificado na auséncia (A) e
presenca (B) de carbofurano, sensor modificado com hemina (C) e sensor
modificado com hemina e éxido de grafeno (D). A modificacdo do eletrodo promoveu
0 aumento da resposta eletroquimica, contribuindo com a melhora da sensibilidade e

seletividade do sensor biomimético.

Figura 53 - Estudo da resposta eletroquimica em voltametria de onda quadrada (VOQ) do
eletrodo ndo modificado, na auséncia (A) e na presenca (B) de carbofurano,
sensor biomimético (C) e do sensor biomimético modificado com o6xido de
grafeno (D) na presencga de carbofurano. Condicbes de analise: f = 10 Hz, a =
100 mV, AE =4 mV, Epxcc =0V € Tacc = 50 s em tampao fosfato 0,1 mol L (pH

7,0) [carbofurano] = 10 mol L.
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4.3.3 Analise em voltametria de onda quadrada e pulso diferencial

Os picos de corrente obtidos em voltametria de onda quadrada foram

quantificados a partir de adicdes sucessivas de carbofurano na concentracédo de 2,0
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x 10° mol L. O potencial de analise escolhido para as analises foi em 110 mV vs

Ag/AgCl por apresentar elevada reprodutibilidade e estabilidade.

Figura 54 - Perfil da VOQ nas condi¢des otimizadas obtido a partir de adi¢des sucessivas
de carbofurano na concentragdo de 5,0 x10° mol L™ (A) e sua curva analitica
(B). Medidas realizadas em 0,1 mol L™ de tampao fosfato (pH 7,0), f = 10 Hz, A
=100 mV, AEs =4 mV, E,.c =0V and t,.c = 50 s.

1 2 } 121 Ai=1,1x10 °[C] - 0,02
R =0,9992 <
< s
8 e
< 0
3. 00  50x10° 1,0x10*
= [Carbofurano-fenol] / mol L ™

02 00 02 04 06 08
Potencial vs Ag/AgCl

O sensor apresentou uma resposta linear para o carbofurano entre 5,0 x 10° -
1,1 x 10 mol L™ (Figura 54), uma sensibilidade de 1,1 x 10° pA mol L™ e limites de
deteccdo e quantificacdo de 1,5 x 10° e 4,5 x 10° mol L™, respectivamente.'®

Adicionalmente foram realizados estudos em voltametria de pulso diferencial
(DPV) utilizando em principio as mesmas condi¢des experimentais da voltametria de
onda quadrada (VOQ). Foi visualizado que a faixa linear de resposta usada em DPV
nao apresentou quantificacdo nas primeiras adicbes de carbofurano-fenol. Dessa
forma, foi realizado um estudo da concentracdo de carboburano-fenol, sendo
encontrada uma faixa linear de resposta de 2,0 x 10°- 6,54 x 10° mol L™, com limite
de deteccdo e quantificacdo de 0,63x 10° e 1,9 x 10 mol L™ (Figura 55). A partir
dos resultados obtidos, a voltametria de onda quadrada (VOQ) foi escolhida como

técnica electroquimica para determinagdo de carbofurano, pois apresentou maior
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limite de detecc¢ao e consequentemente maior sensibilidade em relacédo a voltametria

de pulso diferencial.

Figura 55 - Perfil de resposta em pulso diferencial (DPV) obtido em diferentes
concentracdes de carbofurano. Medidas realizadas em 0,1 mol L de
tampéo fosfato (pH 7), Tempo de modulagdo= 0,5 s, f= 10 Hz, A= 100
mV, AEs= 4 mV, Eace= 0 V and tace= 50 s, [Carbofurano] = 2,0 x 10®° mol
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Os resultados obtidos com o sensor biomimético proposto mostrou uma faixa
linear de resposta satisfatoria e um baixo potencial de analise que permitiu obter
altas seletividades nas analises eletroquimicas, especialmente quando aplicado em
amostras complexas. Outra caracteristica que torna este dispositivo relativamente
mais vantajoso em comparagao com os outros descritos na literatura (Tabela 16) é a
capacidade de renovacado da superficie do eletrodo através de um simples

polimento, tornando o uso do sensor proposto viavel em numerosas analises.
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Tabela 16 - Sensores eletroquimicos usados para detecgdo de carbofurano.'**"¥’

4. | Limite de deteccao
Eletrodo Faixa linear (mol L™) 1 ip / mV | Técnica
(mol L)
ECV (CoO/GO)® | 5,0x10" —2,0x10™ 2,0x10° 400 DPV
Screen-printed . 4 8
_ 4,0x107- 4,0x10° 5,0x10° 250 DPV
de carbono ink
ECV 13 6 15
,| 4.5x1077 —4.5x10° 4,5x10° 350 Ccv
(MWCNT/AChE)
ECV ° 8 °
5,0x10™ - 9,0x10° 3,6x10° 600 vVOQ
(ACh E/F6304)C
EPC’ 5,0 x 10°-1,1x10" 1,5x10° 110 | vOQ

2 Eletrodo de carbono vitreo modificado com oxido de cobalto e oxico de grafeno.

® Eletrodo de carbono vitreo modificado com enzima acetilcolinesterease e nanotubos de
carbono de parede multipla.

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com enzima acetilcolinesterease e nanocomposito
de ferro.
¢ Eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina e 6xido de grafeno usado neste
trabalho.

4.3.4 Caracterizagao do sensor biomimético

O carater biomimético do sensor proposto foi avaliado em voltametria de onda
quadrada, e apresentou inicialmente uma corrente que aumentou linearmente com a
concentragcdo do substrato (carbofurano), até um dado valor até alcangar um valor
maximo, obtendo-se assim um perfil hiperbdlico. O grafico obtido é caracteristico de
biossensores e supde-se nesse caso que o complexo utilizado no sensor proposto

esteja seguindo uma cinética de Michaelis-Menten. A constante aparente de
Michaelis-Menten (K;i") foi determinada a partir do grafico de Lineweaver-Burk,
sendo encontrado o valor de 3,3 x 10 mol L™ (Figura 56). Este valor indica o grau

de afinidade entre o complexo hemina e o carbofurano.''® Como mencionado

anteriormente ha na literatura estudos que confirmam a agdo da enzima P450 (CYP

2C9) na metabolizagédo de agrotdxicos. Assim, uma comparagdo do K} obtido com

o K2 referente &8 CYP 2C9 para cada agrotéxico, ndo ha no momento.'"128
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Figura 56 - Perfil hiperbolico obtido em VOQ (A) e grafico do duplo reciproco obtido

com o sensor biomimético (B).
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4.3.5 Estudo de seletividade

A seletividade do sensor proposto para deteccdo carbofurano-fenol foi
avaliada através da resposta de cinco solugdes diferentes de agrotdxicos soluveis
em agua e acetonitrila na proporgao de (5:1 v/v). A Figura 57 mostra a resposta do
sensor proposto para os agrotoxicos de 2,4-D, thiram, diuron, metribuzin, ametrina e
carbofurano-fenol. Somente o carbofurano-fenol apresentou resposta eletroquimica
mensuravel com um pico de corrente anddica (i,a) No potencial de 110 mV vs
Ag/AgCI (KClsyt). O intervalo de potencial estudado em VOQ foi entre -0,2 a2 0,8 mV e

a concentragao preparada para todos os agrotéxicos foi de 5,0 x 10 mol L.
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Figura 57 - Estudo de seletividade de carbofurano com o sensor proposto
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4.3.6 Aplicagao do sensor em amostras reais

O carbofurano-fenol foi analisado em duas amostras de alimentos, utilizando
o sensor proposto. A determinacao eletroquimica de carbofurano-fenol foi efetuada
por VOQ utilizando o método de adigcdo de padrdo. Os resultados obtidos nos
ensaios de recuperacao realizados utilizando amostras de cenoura apresentaram
recuperacao préoximo a 100%, o que indica que nao houve efeito de matriz ou uma
substancia quimica que influenciasse na resposta eletroquimica do sensor (Tabela
17). Pode-se observar que os resultados obtidos com o método proposto estdo de
acordo com o valor obtido pelo método CLAE. Estes resultados indicam que o

meétodo proposto é fiavel e eficaz para a determinacéo carbofurano-fenol.

Tabela 17 - Resultados obtidos de analises de amostras de tomates e cenoura coletados de

supermercados da cidade de Sao Carlos/SP.

Resultados Resultados
Amostras encontrados para o | encontrados no CLAE/ | Test—t
sensor / mol L™ mol L™
Cenoura n® 1 2,55(+0,21)? 2,43(x0,04)° 0,99
Cenoura n® 2 2,71(x0,20)? 2,46 (x0,03)? 2,2
Tomates n° 1 2,50(x0,14)? 2,41 (x0,02)? 1,1
Tomates n° 2 2,43(+0,04)? 2,36 (+0,05)? 3,0
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*Desvio padrgo de 3 triplicadas [Carbofurano] = 2.5 x 10 (mol L ™).
Valores criticos de t em 95% em nivel de confianga, t; = 4.303. Valores obtidos
considerando os valores comparativos como verdadeiros.

4.3.7 Estudo da resposta eletroquimica do sensor proposto para

diferentes compostos fendlicos

A Figura 58 mostra a resposta eletroquimica do sensor proposto obtido em
VOQ para catecol, ressorcinol, hidroquinona, 2,4-dichorofenol e carbofurano. A
resposta relativa obtida para cada composto foi avaliada a partir da corrente de pico
(ira) em potencial 110 mV. Os resultados mostraram que o eletrodo foi mais sensivel
para carbofurano em relacdo a catecol e hidroquinona, ndo apresentando resposta
para 2,4-diclorofenol e ressorcinol na técnica VOQ. Considerando-se que as
matrizes analisadas nao ha presencga desses interferentes, a aplicagao deste sensor
para a determinacdo de carbofurano-fenol em amostras de cenoura e tomate pode

ser realizado sem problemas.

Figura 58 - Estudo da resposta eletroquimica de compostos fendlicos com o sensor
proposto em VOQ. Medidas realizadas em 0,1 mol L™ de tamp&o fosfato (pH
7,0), f = 10 Hz, A = 100 mV, AEs = 4 mV, E,c = 0 V and t,.c = 50 s,

[carbofurano] = 3,0 x 10° mol L™.
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As analises por CLAE-UV foram realizadas para a detecg¢ao e quantificacdo de
carbofurano-fenol, utilizado neste trabalho como um método comparativo. Quando
aplicado as amostras de alimentos, os resultados foram semelhantes aos do método
de detecgao proposto (sensor biomimética). Figura 59 mostra um cromatograma

(insercdo) e da curva analitica de carbofuran-fenol.

Figura 59 - Cromatograma do carbofurano-fenol (inserido) e curva analitica. Condicdes de
analises: acetonitrila / agua deionizada na razao 50:50 (v/v), taxa de fluxo de 1,0
mL min~', volume de amostra injetada de 10 uL e comprimento de onda de 254
nm.
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4.4 DETERMINAGAO ELETROQUIMICA DE CARBOFURANO E
DIURON EM SISTEMA DE ANALISE POR INJEGAO EM FLUXO (FIA)
4.4.1. Perfil de resposta da mistura de analitos por voltametria
ciclica

As medidas eletroquimicas do sensor proposto na presenga de carbofurano-
fenol e diuron foi realizada em sistema batelada usando voltametria ciclica, de modo
a avaliar o efeito eletrocatalitico do complexo hemina e NiOPc na resposta do
sensor. A Figura 60 mostra voltamogramas ciclicos, na auséncia e na presenga de
carbofurano-fenol e diuron, usando eletrodo de pasta de carbono ndo modificado em
uma faixa de potencial de -0,2 a 1,0 V. A resposta eletroquimica pode ser verificada
a partir da variagdo de corrente anddica no potencial de 650 mV e 800 mV (Figura
60A e 60B). Quando o sensor foi modificado com hemina para detecc¢ao
carbofurano-fenol e NiOPc para detecgao de diuron foi visualizado uma corrente de
pico anddica bem definida e um baixo potencial redox, quando comparado com o

eletrodo ndo modificado.

Figura 60 - Resposta eletroquimica de carbofurano-fenol e diuron em eletrodo de pasta de
carbono: eletrodo ndo modificado (A-B), modificado com NiOPc (C), modificado
com hemina (D), modificado com NiOPc e hemina (E) e eletrodo modificado com
NiOPc, hemina e oxido de grafeno (F) na auséncia (1) e presencga (2) de
carbofurano-fenol e diuron. Medidas realizadas em tampao fosfato 0,1 mol L’
(pH 7,5), [Carbofurano-fenol e diuron] = 5,0 x 10* mol L™, v =50 mVs™
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Na Figura 60C e 60D pode ser visto, respectivamente, uma corrente de pico
anddica (ipa) correspondente ao carbofurano-fenol no potencial de 350 mV e um pico
de corrente anddica (ipa) correspondente ao diuron no potencial de 750 mV vs
Ag/AgCl. Na Figura 60E temos os complexos hemina e NiOPc incorporado na pasta
de carbono. O potencial de oxidacao tipico foi mantido em 350 mV para carbofurano
e 750 mV para diuron. Na ordem de aumentar o sinal de corrente obtido para cada
analito foi adicionado 6xido de grafeno (GO) na composigdo de pasta de carbono, a
qual proporcionou aumento da sensibilidade do sensor (Figura 60F). Este aumento
no sinal observado era esperado, devido ao fato de GO ser um material condutor
com elevada area superficial, o que permite a pré-concentracdo dos analitos na

superficie do eletrodo, permitindo um aumento no sinal eletroquimico.‘r’?’*54
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4.4.2 Otimizagao da resposta do sensor

No estudo da resposta do sensor pode ser observado que a presenga do
complexo na pasta causou um aumento na sensibilidade do sensor. Os resultados
obtidos da otimizacdo sdo apresentados na Tabela 18. A melhor resposta foi obtida
em 0,1 mol L™ de fosfato (pH 7,5), aplicando-se um 800 mV to diuron vs. Ag/AgClI
(KClsat).

Tabela 18 - Parametros otimizados do sensor proposto para deteccao de diuron e

carbofurano.
Quantidade de hemina na 55 7 9 12
pasta / % (m/m)
Quantidade de NiOPc na 5 7,5* 9 12

pasta / % (m/m)
Quantidade de 6xido de 0,02 0,04 | 0,11 0,25

grafeno na pasta / % (m/m)

pH 6,0 65 | 7,0 7,5
Tampao fosfato | BR | TRIS | Pipes
Fosfato / mol L™ 0,01 005| 01 | 0,15

*Valor otimizado. BR: Britton-Robson

4.4.3 Efeito do uso de modificadores na resposta do sensor

proposto

O efeito do uso dos complexos hemina e 6xido de grafeno foram realizados em
sistema FIA com deteccdo amperometrica. Para isto, eletrodo ndao modificado,
eletrodo modificado com NiOPc, hemina e oxido grafeno foram testados com o
sensor. Os resultados mostraram um aumento de sinal quando complexo NiOPC e
hemina foram usados na composi¢ao da pasta de carbono. Quando GO foi usado o
sinal eletroquimico aumentou, permitindo obter maiores sensibilidades para o
sensor. Na Figura 61, a sensibilidade dos modificadores foi obtida através da média

de 3 curvas analiticas em sistema FIA
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Figura 61 - Sensibilidades obtidas através da voltametria de onda quadrada para cada

modificador imobilizado na superficie do eletrodo: (A) carbofurano-fenol, (B) diuron.
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A sensibilidade do sensor modificado com hemina/éxido grafeno e
NiOPC/6xido grafeno foi 3,7 x 10* MA L mol’ and 1,2 x 10* MA L mol™,
respectivamente. A sensibilidade de carbofurano-fenol foi aumentada em 3 vezes
quando o eletrodo foi modificado com hemina e oxido de grafeno em relagdo ao
eletrodo modificado com hemina (Figura 61A). Quando a sensibilidade obtida para
diuron foi comparada com o eletrodo ndao modificado, 0 aumento em sensibilidade foi
de 14 vezes (Figura 61B). A construgcdo da curva analitica em sistema FIA foi
realizado através dos graficos construidos em potencial de 350 e 800 mV, o qual foi
usado para deteccao de carbofurano-fenol e diuron, respectivamente. A quantidade
de cada modificador usado neste estudo foram 5,5 mg hemina, 7,5 mg NiOPc e 0,25

mg oxido de grafeno em 100 mg de grafite.

4.4.4 Estudo de pH e potencial em FIA

Inicialmente foi realizado um estudo de potencial aplicado no sistema, sendo o
melhor potencial encontrado foi de 450 mV para carbofurano e 800 mV para diuron.
ApOs essa etapa o intervalo de pH de 5,0 a 8,0 foi investigado em amperometria. A
corrente de pico anddico do carbofurano e diuron foi melhor para o pH 7,5. Assim, o
pH 7,5 foi escolhido para os experimentos, pois apresentou maior valor de corrente
de pico (Tabela 19). A concentragao de carbofurano e diuron usada nessas analises
foi de 1,0 x 10° mol L™.
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Tabela 19 - Estudo de potencial e pH em FIA

Potencial /V | ipa/uA pH ipa / UA

0,30 0,3 5,0 1,1

Carbofurano 0,40 0,8 7,0 1,3
0,45 1,0 7,5 1,6

0,60 1,0 8,0 1,4

0,60 0,2 5,0 0,6

Siuron 0,70 0,8 7,0* 1,0
0,75 1,1 7,5 1,4

0,80 1,3 8,0 1,4

"Valor otimizado

4.4.5 Estudo do fluxo e volume de amostra injetado em FIA

A escolha do melhor fluxo no sistema FIA foi baseado na maior intensidade de
corrente de pico. As taxas de fluxo estudadas foram entre 0,4 e 1,4 mL min™", sendo
o valor 6timo para analise de 1,2 mL min™. O volume da amostra injetado (Vi) foi
testado usando uma alga com volume de 50, 75 e 100 ul. O sinal aumentou com o
aumento Vi, atingindo a saturagdo em 100 mL. Um volume de 75 mL foi escolhido
porque apresentou bom sinal de corrente, sem afetar a frequéncia de amostragem
(Tabela 20).

Tabela 20 - Estudo em fluxo e volume injetado de amostra em FIA

Fluxo / mL min’ lpa/UA | Volume /uL | s/ uA
0,4 29 50 7,5
0,8 6,7 75 9,8
1,2 9,1 100 10.0
1,4 9,5 -- --

Valor otimizado
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4.4.6 Mecanismo de reacao proposto para carbofurano e diuron

4.4.6.1 Reagao de diuron com complexo NiOPc

A reacao entre complexo NiOPc e diuron € iniciada através da oxidacao de
Ni?* do complexo NiOPc através de uma etapa eletroquimica, gerando espécies
ativas (Ni**). O Ni** formado reage com diuron promovendo a reducéo de Ni** para
Ni** e a oxidagdo de diuron formando espécie dimera (Figura 62A). O mecanismo

proposto é baseado em um sistema eletroquimico-quimico do tipo EC.13'4!

4.4.6.2 Reacgao de carbofurano e complexo hemina

O mecanismo sugerido para a resposta do sensor para carbofurano-fenol e
hemina comega com a reagao entre carbofurano-OH e hemina-Fe (lIl) no potencial
de 450 mV, permitindo a reacgéao eletroquimica de carbofuran-OH para carbofuran=0,
e promoveu simultaneamente a redugado de ferro (lll) para ferro (Il) no complexo
hemina. Em uma segunda etapa ocorre a oxidagao eletroquimica de hemina-Fe (ll)
para hemina-Fe (lll), caracterizando um mecanismo quimico-eletroquimico do tipo
CE (Figure 62B)."#%1%4

Figura 62 - Mecanismo proposto da reagao carbofurano-fenol (A) e diuron (B). A reagéo

procede com etapa 1 seguida da etapa 2.
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4.4.7 Caracteristicas analiticas do sistema FIA

As medidas de carbofurano-fenol usando sistema FIA mostrou curvas
analiticas com concentracdes entre 5,0 x 10° - 1,4 x 10“ mol L™, um coeficiente de
correlacdo de 0,9999, uma sensibilidade de 3,7 x 10* (+2,0x10%) yA L mol” e um
limite de deteccédo de 1,67 x 10 mol L™."2* O potencial de analise para carbofurano-
fenol usado nas medidas eletroquimicas foi de 450 mV Ag/AgCI(KClsa)ra (Figura
63A).

A obtencao do Fiagrama para diuron foi realizado através da aplicacdo de um
potencial redox de 800 mV e assumindo que carbofurano-fenol e diuron possam
estar presentes em uma mesma amostra, as analises para determinacédo de diuron
seguiu algumas etapas. Deve-se ter inicialmente a resposta eletroquimica de
carbofurano-fenol em potencial de 450 mV e resposta eletroquimica de carbofurano-
feno e diuron em potencial de 800 mV. Deve-se considerar que a resposta em 450
mV é somente de carbofurano-fenol e assim através de uma medida indireta o

diuron pode ser determinado, conforme a equacéo 5 abaixo:

Ipa (diuron, 800 mV)) = Ipa (carbofurano and diuron, 800 mV) — Ipa (carbofurano, 450 mV) (Equagéo 5)
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O sinal eletroquimico de diuron pode ser obtido através da subtracdo da
corrente de pico total que corresponde ao sinal eletroquimico de diuron e
carbofurano-fenol menos a corrente de pico obtido com a resposta eletroquimica de
carbofurano-fenol. E importante mencionar que a corrente de pico de carbofurano-
fenol foi adotado como referéncia depois de muitas analises eletroquimicas em
sistema FIA na auséncia e presenca de diuron, aplicando um potencial de 450 e 800
mV vs Ag/AgCIl. Analisando os resultados obtidos em termos de sensibilidade a
partir de curvas analiticas foram muito reprodutiveis (Tabela 21).

A Figura 63B mostra o Fiagrama obtido para diuron na qual apresentou uma
faixa de concentracdo entre 5,0 x 10° - 1,0 x 10> mol L”, um coeficiente de
correlagdo de 0, 9998, uma sensibilidade de 1,0 x 10% (+1x10%) pA L mol™, e limite de

deteccdo de 2,0 x 10° mol L™.1%

Figura 63 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquimico para diferentes concentraces de
carbofurano (mol L™): (a) 5,0 x 10%; (b) 2,5 x 10°; (c) 5,0 x 10°; (d) 7,5 x 10°°;
(e) 1,0 x 10*: () 1,3 x 10* e diuron (mol L™): 5,0 x 10°; (b) 1,0 x 10°; (c) 2,5 x
107 (d) 5,0 x 10%; (e) 7,5 x 10*; (f) 8,7 x 10 Curvas analiticas de carbofurano
(A) e diuron (B) Medidas realizadas em tamp3o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) e
Eap-0.45 (A) e 0.8 V (B).

(A) 64 ai=37x10°[Cl(x2x10?) + 0,03(20,01) (B) Ai = 1,03x10*(1x10%)[D] + 0,01(6x10”)
R = 0.9999 91 R=0,9998
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Deve-se considerar que as curvas analiticas obtidas para diuron na auséncia
e na presenga de carbofurano foram semelhantes quando analisados os valores de
sensibilidade obtidos. Assim, a determinacao eletroquimica de carbofurano e diuron

na mesma solucao foi possivel, utilizando esta metodologia de analise.
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Tabela 21 - Estudo de potencial obtido com o sensor proposto em FIA

Potencial / V | Medidas | Sensibilidade /uA L mol” | RSD (%)

n° 1 3,72 x 10% (+1,6x107)

0,45 n° 2 3,61 x 10% (¢3,3x10°) 3,9
Carbofurano . 5
n°3 3,90 x 10* (+1.2x107)
n° 4 3,64 x 10* (+2,2x107)

0,8 n°5 3,70 x 10% (+2,0x10°) 2,5
n° 6 3,52 x 10% (+1,0x10°)

Tabela 22 é mostrada um breve resumo das caracteristicas obtidas em FIA na

deteccao de carbofurano-fenol e diuron.

Tabela 22: Parametros otimizados e caracteristicas analiticas obtidas para o sensor

proposto no sistema FIA.

Valor
Parametro
Carbofurano Diuron
Vaz&o (mL min™) 1,2 1,2
Vi (WL) 75 75
Eapi / V vs. Ag/AgCI (KClsat) 0,45 0,8

Faixa de resposta (mol L™)

5,0x10° — 1,4x10™

5,0x10° —8,7x10™

Sensibilidade (uA L mol™)

3,7x10% (£2.0x107)

1.0x10* (1.0x107)

Limite de Quantificagdo (umol L™) 5,0 49
Limite de detecgdo (umol L) 1,7 16
Medida de repetibilidade (RSD, 44

n=21)

Frequéncia Analitica

40 amostras h™’
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4.4.8 Estudo de seletividade

A seletividade do sensor para deteccao de carbofurano e diuron foi avaliada
através da analise de varias solugdes de agrotoxicos soluveis em acetonitrila/agua
deionizada (1:5 v/v). As analises foram realizadas em amperometria com os
agrotoxicos de 2,4-D, thiram, ametrina, hexazinona, clorpirifés, diuron e carbofurano.

A injecao em FIA dos agrotoxicos foi realizada como se segue: (1) carbofurano-
fenol e diuron, (2) e (3) 2,4-D, ametrina, hexazinona, thiram, clorpirifés, carbofurano-
fenol e diuron. Pode ser notado que os agrotoxicos n&o influenciaram na resposta
eletroquimica de diuron e carbofurano-fenol no potencial de 450 (ndo mostrado) e
800 mV. Deve ser lembrar que o sistema de anadlise utilizado esta sob fluxo
continuo, minimizando assim qualquer problema de contaminacédo da superficie do
eletrodo. (Figura 64). A concentragédo preparada para todos os agrotoxicos estavam

na concentragdo de 5,0 x 10™ mol L™.

Figura 64 — Grafico FIA obtido com o sensor em diferentes concentragdes de agrotoxicos
(mol L™, Carbofurano-fenol: (a) 5,0 x 10®; (b) 2,5 x 10°; (c) 5,0 x 107%; (d) 7,5 x 10®; (e) 1,0
x 10 (f) 1,3 x 10™, Diuron: (a) 5,0 x 10®; (b) 1,0 x 10*; (c) 2,5 x 10™; (d) 4,0 x 10™; (e) 5,0
x 10 (f) 1,0 x 10, [Outros agrotéxicos]= 5,0 x 10° mol L' em todas medidas. Condigbes

de andlises: tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) e Ea=0,8 V.
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4.4.9 Estudo de repetibilidade

A repetibilidade do sensor foi investigada utilizando injecées sucessivas de
solugdo de diuron e carbofurano na concentragdo de 2,0 x 10° mol L. O desvio
padrao relativo foi calculado, sendo o valor encontrado para n= 21 de 4,4% (Figura
65). Sob as condigbes empregadas, o sensor poderia ser operado com uma
frequéncia de analise de 40 inje¢des por hora.

Assim, pode-se dizer que as analises em FIA nao devem apresentar qualquer
dificuldade, uma vez que a calibracdo do sensor deve ser sempre realizada antes da

sua utilizagao.

Figura 65 - Estudo de repetitividade em FIA a partir de 21 injecgdes sucessivas de 2,0 x 10
mol L' de carbofurano e solugao diuron, Exp. = 0,8 V. As medigdes foram

realizadas em tamp3ao de fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5).
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4.4.10 Aplicacao de sensor eletroquimico em cenouras e amostras

de solo

A determinagédo eletroquimica de carbofurano e diuron em amostras de

cenoura e solo foi realizada em FIA utilizando o método padrao externo. Inicialmente
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foi construido o grafico FIA para carbofurano com a aplicagdo de potencial de 450
mV. A curva de calibrag&o foi obtida a partir de injegdes sucessivas em ftriplicata de
carbofurano. Depois de realizadas inje¢des dos padrées foram injetadas as

amostras de cenoura (triplicata), conforme a Figura 66 e 67.

Figura 66 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquimico para diferentes concentracdes de
carbofurano (mol L™): (a) 5,0 x 10°; (b) 2,5 x 10 (c) 5,0 x 10°: (d) 7,5 x 10°°;
(e) 1,0 x 10™;: (A 1,3 x 10* e diuron (mol L™): 5,0 x 10°; (b) 1,0 x 107 (c) 2,5 x
10 (d) 5,0 x 10 (e) 7,5 x 10™; (f) 8,7 x 10. Medidas realizadas em tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) e E,, = 0,45 V.
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R =0,9994
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O caélculo da concentragao de carbofurano nas amostras de cenoura foi
realizado utilizando a curva de calibragdo obtida no FIA. A curva analitica
correspondente ao diuron foi obtida subtraindo-se o valor total de cada corrente de
pico anddica menos o valor de cada corrente de pico anddica do carbofurano.
Assim, este estudo foi realizado em duas etapas em FIA, uma analise em potencial
de 450 mV e outra em 800 mV vs. Ag/AgCl.
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Figura 67 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquimico para diferentes concentragbes de
diuron (mol L™): (a) 5,0 x 10°; (b) 2,5 x 10°; (c) 5,0 x 10°; (d) 7,5 x 10 (e) 1,0 x 10™; () 1,3
x 10* e diuron (mol L™): 5,0 x 10°; (b) 1,0 x 10*; (c) 2,5 x 107 (d) 5,0 x 10*; (e) 7,5 x 10°*; (f)
8,7 x 10, Medidas realizadas em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) e E,; =0,8 V
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O procedimento experimental para analise das amostras de solo foi conduzido
da mesma maneira que as amostras de cenoura. O procedimento foi baseado na
adicdo de uma concentragao conhecida dos padrdes nas amostras de solo e através
das analises em FIA determinou-se a percentagem de recuperagdo para cada

amostra.

A concentragao de carbofurano e diuron encontrados nas amostras de solo e
de cenoura no estudo de recuperacao encontra-se na Tabela 23 e 24. Os resultados
obtidos nos experimentos de recuperagao realizados com amostras de solo e
cenoura mostraram recuperacoes préoximas a concentracdo adicionada, indicando
que nao houve efeito da matriz para estas amostras. Pode ser observado que os
resultados obtidos pelo método proposto estdo de acordo com o valor obtido com o
método comparativo (CLAE).
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Tabela 23: Resultados obtidos para a analise de solo coletado na cidade de Sao

Carlos-SP.
Método proposto Método CLAE
o Amostras / 5 5
Agrotoxicos | Adicionado / | Medido / x10™ | Adicionado/ | Medido/ x10°
solo
x10%° mol L™ mol L™ x10%° mol L” mol L”
n°1 4,0 4,1 (x0,15) 4,0 3,9 (£0,01)
Carbofurano
fenol n° 2 4,0 4,2 (x0,06) 4,0 4,2 (+0,09)
n°1 4,0 4,0 (£0,46) 4,0 4,1 (x£0,12)
Diuron
n° 2 4,0 4,2 (x0,17) 4,0 3,9 (x0,22)
Tabela 24: Resultados obtidos para a analise de amostra de cenoura
Método proposto Método CLAE

o Amostras / 5
Agrotoxicos Adicionado / | Medido / x10" | Adicionado / | Medido / x10°
cenoura 5 p 5 1 5 - -
x10” mol L mol L x10” mol L mol L
n°1 4,0 4,0 (£0,15) 4,0 4,1 (+0,07)
Carbofurano-
fenol n° 2 4,0 4,3 (+0,14) 4,0 4,2 (+0,02)
n°1 4,0 4,1 (x0,10) 4,0 3,9 (x0,09)
Diuron
n° 2 4,0 3,8 (£0,09) 4,0 3,7 (£0,03)

*Desvio padrao de triplicatas

O desenvolvimento do sensor biomimético para determinagao de carbofurano-

fenol e diuron em amostras de solo e alimentos possibilitou demonstrar através dos

resultados obtidos, a aplicabilidade desse sensor em matrizes ambientais sem perda

da eficiéncia analitica. As caracteristicas vantajosas obtidas com esse dispositivo o

tornam altamente promissor, sendo uma alternativa analitica para determinacéo de

diuron e carbofurano.
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4.5 ANALISE ELETROQUIMICA DE THIRAM EM ELETRODO IMPRESSO
MODIFICADO COM MWCNT-COOH

Estudos preliminares utilizando voltametria ciclica permitiram analisar o
comportamento eletroquimico do fungicida thiram. Através do voltamograma ciclico
da Figura 68, observou-se um aumento consideravel na corrente anddica a partir do
potencial de 650 mV, o qual corresponde a oxidacdo do thiram na superficie do
sensor, atingindo um maximo em 800 mV. Adicionalmente, verifica-se a auséncia de
uma corrente catodica caracterizando o processo eletroquimico como irreversivel

e/ou catalitico.

Figura 68 - Voltamograma ciclico para o eletrodo impresso modificado com MWCNT-
COOH. Eletrolito: tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8), v=50 mV s™.
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A fim de estimar parametros importantes da oxidacao eletroquimica do thiram,
tais como coeficiente de difusdo, coeficiente de transferéncia eletrébnica e o
namero de elétrons envolvidos, foram realizadas diversas analises, tais como
velocidade de varredura em voltametria ciclica. O estudo do efeito da velocidade de
varredura foi realizado conforme a Figura 69, que mostra o perfil linear do grafico i,
vs v’ (raiz quadrada da velocidade de varredura). Através da linearidade obtida
pode-se confirmar que o transporte de massa do analito para a superficie do

eletrodo foi realizado por difuséo.
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Figura 69 - Variacdo da corrente de pico anddica com a velocidade de varredura e grafico
1/2

de Ai, vs v'“ (inserido).
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O grafico inserido na figura anterior possibilitou a determinagao do coeficiente
de difusédo (Do) do analito através da inclinagao da reta e a equagéo de Andrieux and

Saveéant (Equacao 6). O coeficiente de difusdo (Do) encontrado foi de 5,0 x 10 cm?

S-1 .145

1/2
Aij = 0,496FAC; DQ/{%} y!? Equagéo 6

Onde: Cs é a concentracdo de thiram em mol cm™; Dy é o coeficiente de

difusdo, F é a constante de Faraday, R =8,31 Jmol" K", T=298 Ke A =0,125 cm?.
Observando os graficos das Figuras 68 e 69, observou-se que a oxidacao do
thiram sofre um processo irreversivel e dessa forma a equagao 7 de Randles-Sevcik

foi aplicada para determinacdo do nimero de elétrons da reagdo.'®

i, =(2.99x10°)n[(1-)n,]"* D, *Csv""?  Equago 7
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Onde: j, = densidade de corrente em A cm™, n = nimero de elétrons totais,
= coeficiente de transferéncia de carga, Do € o coeficiente de difusdo, Cs é a

concentracéo de thiram e v"2 = raiz da velocidade de varredura.

Todavia, na ordem de estimar o valor de n, € necessario calcular o valor de
[(1 - a)ng]. Em sistemas cataliticos ou irreversiveis, um calculo aproximado é
baseado na relagéo linear entre o potencial de pico anddico (E;) vs log v (Figura 70).
A relagao entre a inclinagdo e a equagao 8, forneceu um valor para o fator [(1 - a)ng]
de 0,35.

0,084 = LISRT Equacéo 8
[(I—a)n, ]F

Apo6s calcular o valor de [(1-a)ng] utilizando a equagao 8 e o coeficiente de
difusdo estimado do thiram, foi possivel calcular o numero de elétrons envolvidos na
eletrooxidagao catalitica do thiram sobre a superficie do sensor impresso. O valor

obtido para “n” foi de 1,7 ou seja 2 elétrons.

Figura 70 - Variac3o linear do potencial de oxidagdo (E;) vs log v. Medidas realizadas em

tampao fosfato (pH 8,0) contendo 1,92x10™ mol L™ de thiram.
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Com base no voltamograma mostrado na Figura 71, foi possivel estimar o
coeficiente de transferéncia de elétrons (o) através da lei de Tafel.”>* Assim, com o
valor da inclinagao do grafico inserido na Figura 71 estimou-se um valor aproximado
para a, usando a relagao na qual a inclinagédo = n(1-a)F/2,3RT, da qual se pode
obter o valor de 0,84 (usando n = 2), que caracteriza um processo catalitico, com
elevada transferéncia eletronica. Isto indica que a oxidagdo de thiram neste sensor

ocorreu por via eletrocatalitica.’*

Figura 71 - Voltamograma ciclico utilizado para calculo do coeficiente de transferéncia
eletrénica (a,) a partir da regido de Tafel. Condi¢goes de andlise: Tampao fosfato
0,1 mol L (pH 8,0) e acetonitrila (4:1, v/v), v= 300 mVs™.
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4.5.1 Estudo da influéncia do pH e do potencial nas medidas

eletroquimicas.

No estudo de otimizagao do sensor impresso modificado com MWCNT-COOH
foram avaliados o pH e o potencial aplicado. A escolha do melhor parametro em
relacdo ao pH e ao potencial, baseou-se em avaliar a maior sensibilidade obtida
através das medidas amperometricas. De acordo com a Figura 72 e 73, observou-se

que no estudo de pH, o tamp&o com valor de pH 8,0, apresentou maior resposta em
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termos de sensibilidade e 0 mesmo ocorreu no estudo de potencial, no qual o melhor

potencial foi em 800 mV.

Figura 72 - Perfil de resposta apresentado pelo sensor proposto em fungdo do potencial

aplicado.
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Figura 73 - Perfil de resposta apresentado pelo sensor proposto em fungéo do pH.
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4.5.2. Perfil amperométrico do eletrodo impresso na presencga de

thiram

Na Figura 74 é mostrado o amperograma obtido para o sensor impresso
modificado com MWCNT-COOH na presenca de thiram e nas condi¢gdes de analise
otimizadas. As medidas foram realizadas em potencial de 800 mV, tampéo fosfato
0,1 mol L™ e pH 8,0. Durante a analise utilizando essa técnica, um periodo de tempo
de espera em segundos foi necessario para a ocorréncia de descarga de corrente
(corrente nao-faradaica). Apos estabilizagdo da corrente as medidas foram
realizadas, assegurando assim, que a corrente faradaica da reagdo entre o
complexo e thiram seja aquela registrada. Degraus de corrente proporcionais a
concentracdo do analito no meio analisado sdo obtidos a partir de adicbes

sucessivas.

Figura 74 - Perfil amperométrico do sensor nas condi¢des otimizadas, obtido para

adicbes sucessivas de 4,9 x 10° mol L™ de thiram.
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A Figura 75 apresenta a curva analitica do eletrodo impresso sem MWCNT
(1) e o sensor impresso modificado com MWCNT-COOH (2). Quando comparadas

as sensibilidades visualizou-se que o sensor modificado com MWCNT-COOH
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apresentou sensibilidade de 1831 pA L mol™, enquanto que o sensor sem MWCNT
apresentou sensibilidade de 226 pA L mol”. Isto equivale a um ganho de
sensibilidade de 8 vezes. A curva analitica do sensor impresso modificado com
MWCNT-COOH apresentou uma resposta linear para thiram entre 4,9 x 10° e 2,8 x

10 mol L'1, um limite de deteccgéo 7,9 x 10 mol L1.124

Figura 75 - Curva analitica do eletrodo impresso n&o modificado (1) e o modificado
com MWCNT (2).
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4.5.3 Estudo de Seletividade

No estudo de seletividade foram avaliados 5 agrotdxicos (carbofurano, 2,4-D,
ametrin, metribuzin e clorpirifés), usando a amperometria em potencial fixo de 800
mV vs Ag/AgCl. Foram usadas nesse estudo duas concentragdes diferentes (5,0 x
10° mol L™ e 5,0 x 10“ mol L") e observou-se que somente o thiram apresentava
resposta eletroquimica, demonstrando assim seu carater seletivo, frente a esses

agrotéxicos estudados (Figura 76).
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Figura 76 - Estudo de seletividade de thiram em amperometria usando dois niveis
de concentracdo em potencial de 800 mV. Medidas realizadas em

tampao fosfato e acetonitrila (4:1 v/v) pH 8.
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4.5.4 Analise de solo

As analises de solo foram realizadas em triplicata e os resultados encontrados
na recuperacdo de thiram em amostras de solo sob varias profundidades quando
comparados ao sinal eletroquimico do thiram em fosfato pH 8, observou-se valores
de concentracdo bem préximos a concentracdo adicionada, evidenciando que
nesses meios analisados praticamente ndao ocorre efeito de matriz (Tabela 25).
Sendo assim, o sensor proposto pode ser usado como método um alternativo para

determinacao de thiram.

Tabela 25 - Dados obtidos na recuperacgao de thiram em amostras de solo

Amostras de solo [Thiram] / mol L™
(profundidade / cm) Adicionado Encontrado (RSD) | Recuperacao (%)
Solo (0-10) 1,00 x 10* 1,01 x 10* (4,4) 101
Solo (10-20) 1,00 x 10* 1,02 x 10%(2,9) 102
Solo (20-40) 1,00 x 10* 0,95 x 10%(2,8) 95

n =3
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4.5.5 Estudo da resposta eletroquimica de thiram em voltametria de

onda quadrada

O eletrodo impresso modificado com MWCNT-COOH foi avaliado em
voltametria de onda quadrada na tentativa de quantificar o thiram em concentragbes
mais baixas, quando comparado a determinagcao amperomeétrica. Na Figura 77, que
mostra a curva analitica do sensor, observa-se uma faixa linear de resposta entre
9,9x 10°-9,1 x 10°mol L™, com uma sensibilidade de 3,1 x 10* (+10%) yAL mol™ e

limite de detecgdo de 1,6 x 10 mol L™.1%*

Figura 77 — Curva analitica de thiram em diferentes concentracées (A) e seu
respectivo VOQ (B). Medidas realizadas empregando f = 10 Hz , A =
100 mV, AEs= 10 mV, fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0).
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Pode-se observar que a utilizacdo do sensor impresso em VOQ permitiu obter
maior sensibilidade, com limites de deteccdo e quantificacdo menores dos que

obtidos em amperometria.
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4.6 DESENVOLVIMENTO DE SENSOR BIOMIMETICO PARA
DETECGAO DE DICLOFENACO
4.6.1 Caracterizagcao eletroquimica de diclofenaco em eletrodo de

carbono vitreo
O comportamento  eletroquimico do  sensor modificado com
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina de cobre para deteccdo de
diclofenaco foi realizado em voltametria ciclica em uma faixa de potencial de -0,2 a
0,8 V. A Figura 78 apresenta um perfil voltamétrico para eletrodo ndo modificado, na
auséncia (A) e presencga de diclofenaco (B). No voltamograma (C) € apresentada a

resposta eletroquimica do sensor biomimético na presenca de diclofenaco.

Figura 78 - Caracterizacado eletroquimica de diclofenaco em eletrodo de carbono vitreo
modificado com 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina de cobre
(I). Condicdes de analise: tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,5), v= 50mVs™,

[Diclofenaco] = 10 mol L™.
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A voltametria ciclica do sensor biomimético modificado com MWCNT-COOH

exibe uma oxidacédo anddica irreversivel do diclofenaco no potencial de 600 mV. A
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varredura foi iniciada no sentido positivo (-0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCI (KClsat). Quando a
varredura reversa ocorreu, foi observado um pico catédico em 220 mV e um pico
anddico em 320 mV caracterizando um sistema reversivel. A explicagao relativa
destes picos pode ser considerado como um resultado da forte adsor¢do dos
produtos da reagao de diclofenaco sobre a superficie do eletrodo, que foi fortemente

favorecida com o uso de MWCNT. "’

Estes picos sao bem visualizados quando comparado com o sinal
eletroquimico do eletrdlito. O potencial escolhido para analise do diclofenaco foi 320
mV vs Ag/AgCl (KClsat) por apresentar maior reprodutibilidade, estabilidade e

sensibilidade.

4.6.2 Estudo da velocidade de varredura

A Figura 79 mostra o estudo da influéncia da velocidade de varredura em 0,1
mol L ' fosfato pH 7,5, utilizando o sensor biomimético na presenca de diclofenaco.
Pode-se observar que as correntes de pico (anddica e catédica) aumentavam

conforme se aumenta a velocidade de varredura (10 — 400 mVs™).

Figura 79 - Estudo de velocidade de varredura com o sensor proposto a partir da
voltametria ciclica, (grafico inserido), Corrente de pico anddica (Ai) vs v"? do
sensor biomimético. Medidas realizadas em solugédo tampao fosfato 0,1 mol
L™ (pH 7,5) contendo 1,0 x 10 mol L™ de diclofenaco.
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Foi visualizado um deslocamento de potencial dos picos (ipat € ipa2) O qual
diminuiu a reversibilidade do sistema que foi proporcionada pelo uso do modificador
presente na superficie do eletrodo. Pode-se observar que o aumento da velocidade
de varredura provoca aumento da corrente faradaica, mas também faz aumentar a
corrente capacitiva. Com isso, as analises do diclofenaco sdo melhores em
potenciais de varredura mais baixos, onde o pico de corrente apresenta-se mais
definido, com menor influéncia da corrente capacitiva.

Na Figura 79 (inserido) é observada a dependéncia linear entre a corrente
de pico anodico com a raiz quadrada da velocidade de varredura na faixa entre 10 e
400 mV s, indicando que a oxidacdo do diclofenaco na superficie do sensor
biomimético seja controlada por difusao.

A area eletroativa de eletrodo de carbono vitreo (ECV) modificado foi
realizada em 0,1 mol L de KCI na presenca de 1,0 x10° mol L [Fe (CN)g]* de

acordo com a Randles -Sevick equation.’*
i, =2,69x10°n*?AD"?Cy""?  Equacdos

Onde: Cs é a concentracéo de [Fe (CN)6]4' em solugao, D é o coeficiente de
difusdo (1,0 x10°® mol cm™) de [Fe (CN)s]* em solugdo (7,6 x 10° cm?’ s e A¢é a

area electroativa (cm?).

Os valores obtidos para a area eletroativa do ECV modificado e ECV nao
modificado foram de 0,9 cm?e 0,3 cm?, respectivamente. Pode ser visualizado que a
modificagao da superficie de eléctrodo com MWCNT-COOH promoveu um aumento
de trés vezes na area quando comparado com o eletrodo ndo modificado.

A anadlise da morfologia da superficie do sensor biomimético modificado com
MWCNT-COOH foi registrado usando um microscépio eletrbnico de varredura,
modelo (JEOL JSM 7500F). A Figura 80A mostra uma imagem MEV, 29H, 31H-
ftalocianina, 1,4,8,11,15,18,22,25 octabutoxi cobre (II) e MWCNT-COOH e a Figura
80B mostra a funcionalizagdo de nanotubos com grupo carboxilico que esta

presente nas extremidades deste material (destacado em vermelho).
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Figura 80 - Imagem MEV do MWCNT-COOH e do complexo de cobre (llI) sobre a superficie
do eléctrodo de carbono vitreo (A) e MWCNT-COOH (B).

E— ipm  IQ-UMESP 7/1/2013 — 100nm IQ-UNESP 7/1/2013
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Atomos de cobre (Cu), que constituem a molécula complexa foram
observados na analise de EDX (energia dispersiva X-RAY). O C e O pertencem ao
MWCNT-COOH e Si pertence ao substrato (Figura 81).

Figura 81 — Espectro EDS do complexo de cobre e MWCNT-COOH.

Cu

kel

4.6.3 Verificagcao do carater biomimético

O carater biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este
sensor deveria apresentar caracteristicas similares a de um biossensor enzimatico,

desempenhando a fungdo biomimética de uma enzima P450. Através de um
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amperograma que se baseia em um grafico de corrente vs tempo, foi obtido
inicialmente um sinal de corrente que aumentou linearmente conforme o aumento da
concentracdo do substrato (diclofenaco). O sinal de corrente alcangou um valor
maximo, obtendo-se assim um perfil hiperbdlico, que é caracteristico de sistemas
enzimaticos. Através do perfil hiperbdlico obtido, o grafico de Lineweaver-Burk

(Figura 82) pode-se determinar a constante aparente de Michaelis-Menten (K ).

125128 3 valor de 1,2 x 10™ mol L™ indica o grau de afinidade entre o catalisador
(complexo de cobre) e o analito. Este valor (Kg") € mais elevado quando
comparado com o K, da enzima P450 (CYP 2D6), o qual foi de 4,3 x 10° mol L™.
Estes valores indicam a afinidade da enzima com diclofenaco é maior em relagao a
afinidade do complexo biomimético e diclofenaco. Deve-se ressaltar que mesmo

com essa comparagao com outros trabalhos, o modificador utilizado propiciou a

detecgédo sensivel e seletiva de diclofenaco em baixo potencial redox.

Figura 82 - Perfil hiperbdlico e o grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-burk obtido a
partir do sensor a base de 29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi
de cobrel (Il). Condicdes de andlise: tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5),

[diclofenaco] = 4,95 x 10° mol L™.
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4.6.4 Estudo da

voltametria de onda quadrada

resposta eletroquimica de diclofenaco em

Visando obter melhor desempenho analitico, os parametros da VOQ
(frequéncia, amplitude e o incremento de potencial) foram otimizados, levando em
conta o maior valor de corrente de pico anodico em potencial 320 mV vs Ag/AgCI

(KClsat). A otimizacao dos parametros de VOQ podem ser encontrados Tabela 26.

Tabela 26 - Parametros otimizados da voltametria de onda quadrada (SVW)

Frequéncia (mV) | ipa (MA) | Amplitude (MmV) | ipa (MA) | Incremento (MV) | ipa (MA)
10 212° 25 42 2 184
20 137 50 75 4 220°
40 77 100 132 6 200
60 16 150 200 10 180

"Valor otimizado

Para verificar o perfil de respostas do eletrodo modificado e ndo modificado,
um estudo em voltametria de onda quadrada foi realizado. Na Figura 83, observa-se
a corrente de pico anddica do diclofenaco no eletrodo modificado com MWCNT-
COOH em potencial 340 mV, sendo a resposta com o eletrodo modificado com
MWCNT-COOH e 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina de cobre (ll)
em potencial 0,32 V. A modificacdo do eletrodo promoveu uma eletrocatalise,
diminuindo o potencial redox e aumentando a resposta eletroquimica, contribuindo
portanto com a melhora da seletividade e sensibilidade do sensor biomimético

proposto.
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Figura 83 - Estudo da resposta eletroquimica em voltametria de onda quadrada (VOQ) do
eletrodo ndo modificado, na auséncia (A) e na presenca (B) de diclofenaco, o
sensor modificado com MWCNT-COOH (C) e do sensor biomimético com
MWCNT-COOH na presenca de diclofenaco (D). Condi¢des analise: f = 10 Hz, a
= 150 mV, AE = 4 mV, tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) [diclofenaco] = 3,5 x
10 mol L™,
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A técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) foi empregada na ordem de
obter melhores limites de detecgdo e quantificacdo. A Figura 84 mostra a VOQ
obtida com o sensor biomimético para diferentes concentracées de diclofenaco.
Usando VOQ, o sensor mostrou uma resposta linear para concentracbes de
diclofenaco entre 4,0 x 10° e 6,7 x 10* mol L', e uma sensibilidade de 6,1 x 10° (+
1,5 x 10%) yAL mol™. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram de 1,3 x 10° e 4,0

x 10° mol L, respectivamente.'?*
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Figura 84 - Perfil de resposta em VOQ para o diclofenaco em tampéao fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,5) (A) e a curva analitica nas condigdes otimizadas (B).

Condicgdes analise: f = 10 Hz, a = 100 mV, AE= 4 mV.
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Na Tabela 27 mostra diferentes tipos de sensores eletroquimicos que tem
sido empregado para determinag¢ao de diclofenaco. Comparando a faixa de resposta
obtida com este sensor proposto com trabalhos reportados na literatura pode-se
verificar uma faixa de resposta muito similar. As vantagens deste sensor provém no
seu baixo potencial de analise o qual confere maior seletividade, alta reprodutibidade
e estabilidade, a realizacdo de inUmeras analises e a possibilidade de analise em

tempo real através de analises no sistema FIA.

Tabela 27 - Sensores eletroquimicos usados para detecgdo de diclofenaco.#®'*"
Eletrodo Faixa de resposta | Limite de detecg¢éo | i, / mV
MIP 1,0x10° - 1,0x107 - -
aptamero 1,0x10° — 1,0x10°7 2,7x10” -
LI 5,0x107 — 3,0x10™ 2,0x10” 650
MWCNT 5,0x10° — 6,0x10™ 4,0x10® 400
Batelada| 4,0x10°—6,7x10™ 1,3x10 320
MWCNT/CuP : ’ :
TCTTRIA | 5,0x10°75,0x10° 1,6x10° 500

MIP: Polimero molecularmente impresso; LI: (liquido iénico); MWCNT: nanotubos de carbono de parede multipla;
CuPc: 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina cobre (l1).



Capitulo IV — Resultados e Discussodes / 125

4.6.5 Estudo de seletividade

No estudo de seletividade varios farmacos foram analisados em voltametria
de onda quadrada (VOQ) e no intervalo de potencial estudado, somente o
diclofenaco apresentou um pico de corrente anddico (ipa) em potencial de 320 mV.
Os farmacos estudados foram: secnidazol, piroxicam, ranitidina, fluconazol galena,
efedrina cloridrato. Estes resultados mostram claramente que o sensor proposto, é
altamente sensivel e seletivo, tal como esperado para um sensor biomimético
(Figura 85).

Figura 85 - Estudo de seletividade realizado em voltametria de onda quadrada (VOQ), (A)
eletrélitos, (B) secnidazol, piroxicam, ranitidina, ciplofloxacin, lidocaina e
tetraciclina, (C) [diclofenaco]. Todos os analitos foram adicionados na
concentracgdo de 2,0 x 10* mol L. Condi¢des analise: f = 10 Hz, a = 100 mV,
AE=4 mV.
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4.6.6 Aplicagcado do sensor biomimético em amostras de soro
biolégico
O sensor amperométrico proposto foi avaliado utilizando analises de amostras

enriquecidas de soro biolégico. As medidas foram analisadas por voltametria de
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onda quadrada (VOQ). Os resultados obtidos foram préximo ao valor de referéncia,
0 que indica que o sistema de analise ndo mostrou efeito de matriz (Tabela 28). O
método utilizado para a determinagédo do diclofenaco nas matrizes analisadas foi a
adicao de um padrao. Nestas analises é adicionadas aliquotas da solu¢ao padrao na
cela electroquimica, e a corrente obtida em VOQ € extrapolado na curva analitica,

obtendo-se a respectiva concentracdo de diclofenaco na amostra (Figura 86).

Figura 86 - Resultado obtido em experimentos de recuperacao realizados para a amostra

de soro bioldgico n ° 1 utilizando método de adi¢cao de padrao.

400
001 4i = 6,9x10%D](£1,7x10%) - 105(25)

R =0,9984
300 -

Ai [ pA

200 -

00 02 04 08
Potencial vs. Ag|AgCI (KCI_)

sat:

Amostra 100

N\ | | |
0,00 1,50x10°*  3,00x10*  4,50x10™

[Diclofenaco] / mol L™

Tabela 28 - Resultados obtidos em analises de amostras de soro biolégico em sistema

batelada.
[Diclofenaco] / mol L™
Erro %
Amostras de Medido (método Medido (sensor
) . Adicionado ) (Sensor/CLAE)
soro biolégico comparativo - CLAE) proposto)
1 1,50 x 10* | 1,50x10%(£2,0x10°) |1,51x10*(¢2,5x10°) 1,0
2 1,50 x 10™ 1,52x107%(£2,2x10°) | 1,44x10%(x1,9x10®) 0,9
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4.6.7 ANALISE DO SENSOR BIOMIMETICO EM SISTEMA FIA

O pH e o potencial aplicado a célula eletroquimica wall-jet foi variado, e alta
sensibilidade foi obtida em pH 7,5 e potencial de 500 mV vs Ag/AgCl (KClsat). Este

potencial foi usado em medidas em FIA (Figura 87).

Figura 87 - Influéncia dos pardmetros do sistema FIA: (a) Efeito do pH sobre a resposta de
diclofenaco utilizando uma taxa de fluxo de 1,2 ml min™, (b) Efeito de potencial
sobre a resposta do diclofenaco, usando uma Vi de 100 pyL. Condigcdes de
analise: tampéao fosfato 0,1 mol L! (pH 7,5), Eap= 500 mV vs. Ag/AgCI (KClsy).
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Figura 88 mostra a otimizagdo do fluxo e volume de amostra injetada. As
taxas de fluxo testadas foram entre 0,2 e 2,3 mL min™", sendo escolhido o fluxo de
1,2 mL min™. O volume de amostra injetado (Vi) foi investigado através de volumes
da alga de 50, 75, 100 e 125 yL. O sinal aumenta com o aumento Vi, atingindo a
saturagcdo em 100 pL. O volume de 100 uL foi escolhido, uma vez que este

proporcionou um bom sinal de corrente sem afetar a frequéncia de amostragem.
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Figura 88 - Influéncia dos parametros do sistema proposto FIA: (a) Efeito do volume
de amostra injectada (Vi) na resposta ao diclofenaco utilizando uma taxa de fluxo de
1,2 mL min™", (b) Efeito da vazao na resposta ao diclofenaco, usando uma Vi de 100
uL. Condigdes de analise: tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5), Eqp= 500 mV vs.
Ag/AgCI (KClgat).
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4.6.8 Caracteristicas analiticas do sistema FIA
Uma vez que os parametros FIA foram otimizados (Tabela 29), uma curva de
calibragdo foi plotada usando os dados apresentados da Figura 89A. Pode ser visto

que o sensor nao exibiram quaisquer efeitos de memoaria.
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Tabela 29 - Parametros otimizados e caracteristicas analiticas do sensor biomimético no

sistema FIA.

Parametro Valor
Potencial vs. Ag/AgClI (KClsat) 0,5
Fluxo (mL min™) 1,2
Vi (WL) 100

Faixa linear (mol L)

50x10°-50x107°

Sensibilidade (A L pmol™)

1,6 x 10* £ 3,0 x 10?

Limite de quantificagdo (umol L™) 48,0
Limite de detecéo (umol L) 16,6
Medidas de repetibilidade (RSD, n = 14); 3 9
(o]

[Diclofenaco] = 10° mol L™

Frequéncia analitica 45 amostras h™

As curvas analiticas (Figura 89B) mostraram faixa de resposta linear tanto no
sentido crescente e decrescente de concentragdes de diclofenaco, como descrito
pelas equacdes 1 e 2, respectivamente:

Ai/ 1A =13(%0,7) +1,6x10* (£3,0x10°)[ Diclofenaco]/mol L' (1)
R =0,9991 (n=7);

Ai/ A= (0,4+1,0x107) +1,6x10" (+4,5x10°)[ Diclofenaco]/mol L™ (2)
R =0,9981 (n = 7).

Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados a partir 7 concentracoes
em ftriplicata de diclofenaco foram de 1,7 x 10° e 50 x 10° mol L7,
respectivamente.’®
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Figura 89 - Sinal FIA obtido com o sensor biomimético para diferentes concentracaoes de
diclofenaco (mol L™): (a) 5,0 x 10®; (b) 5,0 x 10 (c) 1,0 x 10%; (d) 1,5 x 10%; (e)
2,0 x 103 (A 3,5 x 10 (g) 5,0 x 10° (A). Curva analitica tipica no sentido

crescente e decrescente (B).
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A repetibilidade do sensor foi investigada usando inje¢cdes sucessivas de
solugdo de diclofenaco na concentracdo de 5,0 x 10° mol L. Baseando-se nas
medidas realizadas foi encontrado um desvio padréo relativo (RSD) de 3,5% (n = 12)
(Figura 90).
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Figura 90 - Perfil de repetibilidade em FIA para 12 injecbes consecutivas de solugdo de

diclofenaco na concentragdo 5,0 x 10° mol L.
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4.6.9 Aplicacao do sensor de biomimético em formulagées

farmacéuticas

Aplicagdo do sensor biomimético em formulagdes farmacéuticas comerciais
foi realizada no sistema FIA. O método de adigdo de padréo foi utilizado para a
determinacao da concentragao de diclofenaco nas amostras. Os resultados obtidos
foram comparados com o método comparativo (CLAE). A tabela 30 apresenta os

resultados obtidos:

Tabela 30 - Resultados obtidos com o sensor proposto e com método comparativo (CLAE)

na analise de diclofenaco em formulagbes farmacéuticas.

Valor obtido (mg comprimido™)
Formulagoes

R Valor Método comparativo
farmacéuticas Sistema FIA
nominal (CLAE)

n° 1 50 49,7(20.2) 49,0(£3.5)

n° 2 100 98,4(£0.1) 98,0(x1.0)
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Apos a avaliagao dos resultados, os dois métodos apresentaram resultados
similares, demonstrando assim que a metodologia proposta € uma alternativa
eficiente e rapida para a determinacdo de diclofenaco em preparagdes

farmacéuticas.

4.6.10 Sensores eletroquimicos modificado com protoporfirina IX

Com a finalidade de comprovar que o centro metalico dos complexos de
porfirinas e ftalocianinas realizam reagdes redox com os analitos deste trabalho,
analises com eletrodo de pasta de carbono e carbono vitreo modificado com
protoporfirina IX sem “metal” foram realizadas com as respectivas técnicas
eletroquimicas usadas em cada trabalho. A modificagdo com protoporfirina IX n&o
promoveu a resposta eletroquimica encontrada nos trabalhos desenvolvidos. Sendo
assim, pode-se afirmar que o centro metalico dos complexos utilizados é
responsavel pela atividade eletroquimica quando em contato com uma determinada

concentracado de analito em um potencial caracteristico.
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4.7 DESENVOLVIMENTO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS (MIPs)

4.7.1 Simulagao computacional

A simulagao computacional foi uma ferramenta de analise muito importante na
escolha dos mondmeros utilizados para sintese dos polimeros molecularmente
impressos. Na avaliagao da interacdo de cada mondmero com o template, o critério
de avaliagdo adotado foi a afinidade estrutural e funcional (interacdo de grupos
funcionais do template e do monémero), ndo sendo analisados parametros fisico-
quimicos como a interagdo a nivel molecular ou eletrbnico do template e do
mondmero.

Os graficos da simulagcdo computacional podem ser interpretados como o
resultado da energia liberada na aproximacgao entre cada mondmero e o analito alvo,
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. Os

mondémeros estudados encontram-se listados na Tabela 31.

Tabela 31 - Mondmeros analisados na simulagdo computacional.

Sigla Monémero
MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno | MP11 Acido metilenosuccinico
MP2 Acido imidazol-4-acrilico MP12 Acido metacrilico
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrilico |MP13 3-divinilbenzeno
MP4 Acido acrilico MP14 4-divinilbenzeno
MP5 Acrilamida MP15 Estireno
MP6 Acroleina MP16 1-vinilimidazol
MP7 Alilamina MP17 2-vinilpiridina
MP8 Acrilonitrila MP18 4-vinilpiridina
MP9 Etileno glicol dimetacrilato Mp1g| Acido 2-acrilamido-2-metil-1-
propano-sulfénico
MP10 | 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato | MP20 2-hidroxietil metacrilato

Na figura 91 é visualizada a afinidade dos 20 mondmeros com o template. E
possivel observar claramente que os melhores monémeros para sintese dos MIPs
foram o MP9, MP12 e MP13. Nesse trabalho de doutorado foram escolhidos dois
mondmeros que foram amplamento utilizados. A escolha baseou-se em um

mondmero de alta afinidade (acido metacrilico) e outro com baixa afinidade pelo
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template (acido acrilico). Os mondmeros escolhidos apresentam carater acido e o

template carater basico através do grupo NH; presente na molécula de diuron.

Figura 91 - Resultado da simulagdo computacional para o herbicida diuron.
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4.7.2 Caracterizagao dos polimeros molecularmente impressos

4.7.2.1 Medidas de superficie realizadas por Microscopia Eletronica

de Varredura (MEV)

Micrografias das superficies de MIP e NIPs sdao mostradas na Figura 92,

temos as microscopias do MIP para diuron e seu correspondente NIP, que utilizou

acido metacrilico na sintese dos polimeros. Foi possivel visualizar que as

micrografias realizadas em magnitudes de 2.000 e 50.000 do MIP e NIP foram muito

semelhantes, ndo podendo nesse caso afirmar nenhuma diferenca morfoldgica

significativa.
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Figura 92- Micrografias eletrénicas de varredura do polimero impresso (MIP) e do polimero

nao impresso (NIP) preparados com o0 monémero acido metacrilico.
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4.7.2.2 Espectroscopia do infravermelho (Transformada de Fourier)
Analises dos polimeros com impressao molecular (MIP) e polimero de
controle (NIP) foram realizadas em técnica FTIR com a finalidade de avaliar a
extracédo do template no MIP. Na Figura 93 B € visualizado que o FTIR de MIP e NIP
€ muito similar, demostrando que MIP e NIP sao formados pelos mesmos reagentes.
Também foi possivel afirmar que todo template foi removido do MIP durante a
lavagem no sistema soxhlet, uma vez que os FTIR obtidos foram semelhantes.
Figura 93C temos o FTIR que avaliou a religacdo de MIP e NIP com 50 ppm de
diuron apés 3 horas de ensaio. Constatou-se que os picos em 1152 (-C=C), 1736 (-
C=0), 2975 (-CH) e 3500 (-NH) se apresentaram maiores para MIP em relagdo ao
NIP."™® Esse estudo permitiu demonstrar a eficacia na religacdo de diuron no MIP,

na qual se deve aos sitios de ligagdo complementares ao diuron.
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Figura 93- Imagem em FTIR do template (A), do MIP e NIP apds lavagem em sistema
soxhlet (B), do MIP e NIP apds ensaio de 3 horas na presenga do template (C)

e estrutura de diuron (D).
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4.7.2.3 Metoédo BET (Bunauer-Emmett-Teller)

Na Tabela 32, sdo apresentados os valores de areas superficias obtidas pelo
método BET. Pode ser observado que o MIPya € NIPya que foram sintetizados com
TRIM possuem alta area superficial e com valores similares. Quando comparado
MIPyatrm com MIP e NIP sintetizados com EGDMA pode-se verificar uma
diminuicao de 26 vezes em area superficial em relacao ao MIPyaecpua € 31 vezes
em relagdo do NIPua-ecpma. Vale ressaltar que MIPs sintetizados com o agente de
ligagdo cruzada (TRIM) apresentaram maior area superficial e consequentemente
maior porosidade que MIPs e NIPs sintetizados com EGDMA. Avaliando a

porosidade encontrada para MIPya-triv € NIPua-TrRiv pode-se afirmar que em estudos
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de religagédo, o MIP apresentou maior adsorgéo de diuron que NIP, devido a maior

porosidade do MIP, que foi de 0,67 cm® e 0,31 cm?® para NIP. Nesse caso o valor de

porosidade encontrado de MIPya.trim fOi equivalente a estrutura do template, e o

tamanho do poro no NIPya-triv @lém de irregular apresentou-se incompativel com a

estrutura do template. Na Figura 94 é apresentada isoterma BET de MIPya, onde

pode ser verificada a adsorgédo e dessorgédo de nitrogénio. Vale ressaltar que nesse

estudo a area superficial ndo foi um critério que garantiu a seletividade. Os

parametros que contribuiram para justificar os resultados obtidos com o MIP e NIP

foram o volume e o didmetro do poro.

152,153

Tabela 32 - Estudo de area superficial e porosidade dos MIPs estudados

Amostras | Polimero Ag_ente dﬂe Area superzficial- Volume SIO Diametro do
reticulagao BET (cm®/g) poro (cm“/g) | poro (nm)
1 MIPya 861 0,67 6,3
2 NIPya TRIM 834 0,31 4,3
3 MIPsa 275 0,10 5,2
4 NIPaa 250 0,06 3,7
5 MIPpya 33 0,005 2,0
6 NIPya EGDMA 28 0,004 2,0
7 MIPsa 15 0,002 1,9
8 NIPaa 12 0,001 55

Volume Adsorbed cm3/g STP

Figura 94: Isoterma BET para MIPya
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4.7.3 Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Nesse trabalho o CLAE foi imprescindivel para determinagao analitica dos

analitos propostos, sendo usado para validar os

resultados dos sensores

eletroquimicos ou determinacdo de diuron em ensaios de adsor¢cao (MIP). As

analises foram realizadas sempre em triplicadas e as condi¢cdes de analises de cada

analito encontram-se na sessao experimental. Na Figura 95, mostram-se exemplos

do uso da CLAE neste trabalho.

Figura 95 — Determinagao de diuron em CLAE-UV, (A) Curva de calibracao, (B) Teste de

seletividade de MIPya-trim.
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A Figura 95A apresenta uma curva analitica e um cromatograma (inserido)
que foi usado para determinacédo de diuron em MIPs e Figura 95B apresenta picos
cromatograficos referentes aos analitos estudados no teste de seletividade. Pode ser
visualizado nesse estudo que foi possivel monitorar 2,4-D e diuron em A = 220 nm
em proporgao 75:25 de ACN/H,0 e carbofurano em A = 254 nm em propor¢ao de
50:50 de ACN/H0.

4.7.4 Mecanismo de interagcdo sugerido entre o mondémero e

template

O mecanismo de reagao proposto entre monémero e template baseou-se na
interacéo eletrostatica dos grupos funcionais destas moléculas, sendo nesse caso o
grupo amina do template interagindo com o grupo carboxila do monémero. A Figura
96 apresenta um esquema ilustrativo do processo de adsorgao do template pelo MIP
e consequente interagdo do tipo ndo-covalente entre o grupo amina e o hidrogénio
do grupo carboxila. Lembrando que para este tipo de interagdo deve-se ter uma
quantidade otimizada de monémero e agente reticulante maior que o template,
geralmente seguindo uma propor¢ao de 1:4:20 de template: mondmero:agente

reticulante.™*

Figura 96 - Esquema de interacdo de MIP e template na presenca de solvente

(fosfato/acetonitrila (1:2, v/v)).
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4.7.5 Estudo da remoc¢ao do template no MIP

No estudo de remocéo do template no MIP (Figura 97), a extragdo de diuron
foi realizada durante 4 dias em sistema sohxlet usando uma mistura de metanol e
acido acético (9:1, v/v). As amostras foram recolhidas a cada 12 horas de lavagem
durante os dois primeiros dias, € a cada 24 horas nos demais dias. As primeiras
amostras recolhidas foram armazenadas no freezer e ao final do 4° dia as amostras
foram filtradas com filtros 0,45 ym e analisadas em CLAE onde se pode determinar a
quantidade de diuron extraido em cada amostra recolhida. Na etapa final desse
procedimento foi realizada lavagem com metanol a cada 3 horas por um periodo de
9 horas com a finalidade de retirar o excesso de acidez do MIP. A percentagem
proxima de 97,5% indica que a extragdo do template foi eficiente e os 2,5%
restantes deve-se provavelmente a degradagao de diuron ou perdas que ocorreram

durante o processo.

Figura 97 - Estudo de remocgao de diuron em MIPya-triM
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4.7.6 Otimizacao dos parametros de adsorcao
Com o objetivo de encontrar as melhores condigbdes para as analises de
religagdo do template-MIP foram realizados diversos estudos de afinidade na qual

foram avaliados: quantidade de polimero usado nos ensaios, pH e solvente (Tabela
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33). Na Figura 98 pode ser visto claramente que dentre os pHs estudados, o pH 7,0
foi 0 que apresentou maior adsorgcdo e consequentemente maior afinidade pelo MIP.

Os valores otimizados encontram-se destacados.

Tabela 33 - Otimizacao dos parametros de analise dos MIPs

pH 4 5 6 7 8 9
massa (9) 10 15 20 25 30 35
: ) MeOH:
Solventes H,O | MeOH:Fosfato | Fosfato:ACN | ACN | MeOH ACN:Fosfato
Proporgéo (v/v) | 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 Puro

Figura 98 - Estudo de pH para os polimeros molecularmente impressos
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Na otimizacdo da quantidade de polimero foi observado que a adsorgcao de
diuron aumentava conforme ocorria o aumento de massa de MIP, chegando a uma
saturagcdo em 30 mg na qual foi utilizada como valor 6timo para as analises de
religacao.

Assim, podemos através dos resultados apresentados, as melhores
condigdes encontradas para andlise de MIP foram: tamp&o 0,05 mol L™ de tampao
fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0, 30 mg de polimero e tempo de ensaio de 180

minutos.
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4.7.7 Estudos cinéticos de diuron em polimero de impressao

molecular

Nesse estudo verificou-se que a quantidade de substrato adsorvido pelo MIP
foi sempre maior que o NIP em todos os intervalos de tempo medidos,
principalmente nos ensaios onde foi usado fosfato/acetonitrila (1:2, v/v). Esse estudo
baseou-se inicialmente em encontrar o melhor meio de analise, e para isto foram
testados solventes mistos com constantes dielétricas distintas, como por exemplo,
acetonitrila que possui uma constante dielétrica de 37,5 e agua que possui constante
dielétrica de 80. Sabe-se que quanto maior a constante dielétrica maior o carater
polar do solvente. Dentre as proporgdes (v/v) estudadas, destacaram-se a 1:1, 1:2 e
1:3, v/v por apresentar uma religagdo do template sempre maior no MIP em relagéo
ao NIP (Figura 99 B). As analises basearam-se na utilizagdo de um tempo inicial de
10 minutos até 240 minutos de adsorc¢ao, na qual sempre uma quantidade maior do
template foi adsorvida pelo MIP em relacdo ao NIP. No tempo de 180 minutos
ocorreu 0 maximo de adsorcdo do template, sendo assim escolhido como tempo
ideal para as analises de religagao. Assim, a utilizacdo desse tempo é crucial para
que ocorra maior adsor¢do de MIP em relagdo ao NIP, ja que o NIP apresenta uma

taxa de adsorgao em torno de 30% de diuron.

Figura 99 - Estudo cinético de diuron em MIP e NIP, usando o monémero acido
metacrilico em 0,05 mol L™ de tampéo fosfato/acetonitrila (1:2, viv) pH
7,0 em diversas proporgoes v/v: (A) 1/1, (B) 1/2 e (C) 1/3.
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Esse mesmo procedimento de analise foi realizado com o monémero de
menor interacdo com o substrato, acido acrilico (AA) (Figura 100). Nesse estudo foi
usada a melhor proporgao de solvente e observou-se que a adsorgdo do template
pelo MIP foi maior em relagdo ao NIP, mas com uma adsor¢cdo menor quando
comparado com a adsor¢ao do MIP sintetizado com acido metacrilico (Figura 99 B).
Os resultados obtidos deve-se provavelmente a baixa afinidade do analito pelo

mondmero, ocasionada pela formagao de sitio de ligagdo nao tao especificos. Deve-
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se enfatizar que os resultados obtidos nas analises de adsorcao estdo de acordo
com os resultados obtidos nas simulagdes computacionais, na qual previa maior

adsorcao do MIP sintetizado com acido metacrilico.

Figura 100 - Estudo cinético de diuron em MIP e NIP usando acido acrilico como

mondémero.
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4.7.8 Estudos de afinidade para avaliar a eficiéncia do MIP para

diuron

Este estudo consistiu na construcdo de isotermas de adsorcao, obtidas de
andlises em cromatografia, que permitiram avaliar a quantidade maxima de
substrato adsorvido pelo MIP e NIP. As condicbes usadas foram o tempo de
adsorcdo de 3 horas e a proporcdo de solvente, 0,05 mol L' de tampao
fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0, que foi usada no preparo da solugao de diuron.
O intervalo de concentragédo usado neste estudo variou de 10 a 180 ppm. Na Figura
101 é apresentada a isoterma de adsorg¢ao dos polimeros avaliados em um grafico
que expressa a quantidade de diuron adsorvido por miligrama de polimero (Qe
(mg/g)) vs a quantidade de diuron livre na solugéo (C. (mg/L))."® Verificou-se que a

adsorcao de diuron no MIP foi sempre maior que o NIP para os dois monémeros
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empregados, e em todos os intervalos de concentracdo medidos. A adsorgdo do

MIPya apresentou maior adsorgédo do template que o MIPaa.

Figura 101 - Isotermas de adsor¢ao dos MIP e NIP usando acido metacrilico (MA) e

acido acrilico (AA).
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Utilizando os modelos de isoterma de adsor¢do de Langmuir e Freundlich foi

possivel calcular os valores das constantes de ligagao para cada polimero.

Equacao de Langmuir linearizada:

A equacéo de Langmuir linearizada foi aplicada para cada isoterma, obtendo
curvas analiticas com 7 pontos e com coeficiente de correlagéo préximo a 1. Assim,

podemos afirmar que a adsor¢ao do MIPya segue a adsorgdo de Langmuir (Figura

102.1%°

C 1 X7,
=== + (—) Ce Equacao 10
de KL Ky,
Onde: C. = concentragao de equilibrio (mg L™) de diuron na fase liquida.

ge = concentragado de equilibrio (mg g™') de diuron na fase sélida
a, = constante de Langmuir (L mg™)

K. = constante de ligagdo de Langmuir (L g™
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Os valores das contantes de ligagdo obtidas com a equagédo de Langmuir

linearizada mostra que o MIPya adsorveu uma maior quantidade de diuron em

relacdo ao NIPya (5,5 vezes mais) € ao MIPaa (3,2 vezes a mais) e NIPaa (7,2 vezes
a mais) (Tabela 34).

Tabela 34 - Valores das constantes de ligacao (K.) obtida a partir da equagao de Langmuir.

Isoterma de Langmuir

Acido Coeficiente de | Acido | Coeficiente de
Constante (K)
metacrilico | correlagao (R) | acrilico | correlagao (R)
MIP 0,21 0,9981 0,066 0,9976
NIP 0,038 0,9968 0,029 0,9964

Figura 102 - Determinagao da constante de ligacdo do polimero-diuron (K.) através
da isoterma de Langmuir linearizada: (A) MIPya, (B) NIPya (C) MIPaa € (D) NIPaa

(A) 35-
< 28
o
=

o 214
g
O 144
(C)

100

C,/Q,=0,62(+0,07)C_+4,97(0,4)

R =0,9981

0 25 50 75 100

C,(mgL")

C,/Q,=0,55(+0,02)C_+15(+1,8)

R =0,9968

120
C, (mgL")

160

(B)

120 -

c/Q, (Lg")

30 -

90 -

C,/Q _=0,62(£0,02)C, +26(+1,8)
R = 0,9976
0 40 80 120 160

C,(mgL")

1 €,/Q,=0,72(x0,03)C_+35(+2,7)

R =0,9964

120 160

C,(mgL")



Capitulo IV — Resultados e Discussodes / 147

Equacao de Freundlich linearizada:

O modelo de isoterma de Freundlich foi aplicado as analises usando a

equacao na forma linearizada, conforme Figura 103.7%°

Inq, = InK¢ + bginC,

Onde:

ge= concentragdo de equilibrio (mg g™') de diuron na fase sdlida,

K= constante de ligacédo de Freundlich

Equacao 11

C.= concentracdo de equilibrio (mg L") de diuron na fase liquida.

Figura 103 - Determinagao da constante de ligacdo do polimero-diuron (K.) através
da isoterma de Freundlich linearizada: (A) MIPua, (B) NIPya (C) MIPaa € (D) NIPaa

(A)

Inq,

15 0.0 1.5

(C)

In g_=-1,35(0,05) +0,62(£0,02) In C_
R =0,9981

3.0
InC
e

45

In qez -2,96(10,2) +0,71(i0,05) In Ce
R =0,9955

(B)

Inq,

(D)

Inq,

In q,= -4,7(:0,4) +1,33(20,12) In C,
R =0,9916

|n qez -1 ,8(10,5) +0,38(i0,1) In Ce
R =0,9913




Capitulo IV — Resultados e Discussodes / 148

Observando os valores das constantes obtidas aplicando a equacdo de
Freundlich, podemos dizer que a relagao das constantes dos polimeros sintetizados,
segue praticamente a mesma razao obtida na isoterma de Langmuir. Observando o
coeficiente de correlagdo e os numeros de pontos utilizados para construir um perfil
linear, concluimos que esse tipo de isoterma néo é apropriado para a adsorgcéo dos

polimeros estudados (Tabela 35).

Tabela 35 - Valores das constantes de ligagdo obtidas através do modelo de adsorcao de

Freundlich.

Isoterma de Freundich

Acido Coeficiente de | Acido | Coeficiente de
Constante (Ky)
metacrilico | correlagao (R) | acrilico | correlagao (R)
MIP 0,26 0,9981 0,052 0,9955

NIP 0,0091 0,9916 0,0041 0,9913

4.7.8.1 Estudo de seletividade do MIP para detecg¢ao de diuron

A seletividade do MIP foi realizada na presenca de dois agrotdxicos que
possuem estrutura quimica semelhante ao template. Nessas analises foram
avaliados os dois monémeros escolhidos para a pesquisa, acido metacrilico (MA) e
acido acrilico (AA).

A partir dos graficos da Figura 104, constatou-se que o MIP sintetizado com
acido metacrilico (MA) apresentou maior efici€ncia na adsorcao que o acido acrilico
(AA). Também foi possivel observar que as quantidades de diuron adsorvidas pelo
MIP foram sempre maiores em todas as concentragdes, em relacéo aos interferentes
analisados (2,4-D e carbofurano). No intervalo de concentragdo de 100 ppm é
visualizado que o MIPua apresentou uma adsor¢ao de 70 ppm de diuron, 23 ppm de
carbofurano e 24 ppm de 2,4-D, enquanto para o MIPaa a adsorcéo foi de 30 ppm de
diuron, 21 ppm de carbofurano e 23 ppm de 2,4-D. Esses resultados mostram que o
MIPwa foi muito mais seletivo que o MIPaa, pois adsorveu quase 3,5 vezes mais
diuron que se encontrava em solucao. Esse perfil analitico foi também observado

nas outras concentragdes analisadas.
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Essa maior afinidade da molécula de diuron pelo MIPya pode ser explicada
provavelmente devido as cavidades complementares e seletivas da molécula de
diuron formadas no MIP, na qual foi mais efetiva no MIPya em relagdo ao MIPaa.

A seletividade de diuron frente a carbofurano e 2,4-D foi realizada através da
avaliacdo da constante de distribuicdo (Ky), coeficiente de seletividade (CS) e

coeficiente de seletividade relativo (CSR)."* %

Figura 104 - Graficos representando a seletividade do MIP usando monémeros MA (A) e

AA (B) em diferentes concentracdes de diuron, carbofurano e 2,4-D
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Constante de distribuicao (Ky)

_ |€i=C¢] v (mLo -

K; = l C; l ™ (9) Equacgao 12
Coeficiente de seletividade (CS)

_ Kaanatito) -
K= Equacgao 13

Kd(interferente)
Coeficiente de seletividade relativo (CSR)
K
K' = KMIP, também chamado de fator de impressao. Equacao 14
NIP

Onde: C;, C; Vs e m (g) representam, respectivamente, a concentragao inicial, final,

volume da solugdo e massa de polimero.

Na Tabela 36 e 37 € apresentada a concentracdo em solugdo de cada
agrotoxico e os valores dos parametros encontrados na qual permitiram a
comparagao do MIP e NIP na adsor¢cao de diuron e outras espécies interferentes.
Avaliando os resultados pode-se visualizar que o coeficiente de distribuicao de
diuron foi muito superior em relacdo a carbofurano e 2,4-D, principalmente em
baixas concentracbes onde maior parte de diuron é absorvido pelo MIP. O fator de
impressao foi calculado e permitiu avaliar a seletividade do MIP através do
coeficiente de seletividade relativo, cujos valores foram 2,8 vezes em relagdo a
carbofurano e 3,7 vezes em relagao ao 2,4-D. Os valores obtidos indicam a alta
seletividade do MIP pelo diuron, uma vez que os valores encontrados nesse estudo

foram superiores a 1 (valor que indica falta de seletividade).'* '
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Tabela 36 — Concentragéo (C) de cada agrotédxico obtido no teste de seletividade

Agrotéxicos Diuron Carbofurano 2,4-D

Cadicicnada =10 ppm Csobrenadante Csobrenadante Csobrenadante

MIPma 2,0 7,3 6,9
NIPua 5,1 7,9 7,5

Tabela 37 - Avaliagao da seletividade do MIPy para diuron e possiveis interferentes

Ky CS CSR
Polimero

Diuron |Carbofurano|2,4-D |Carbofurano| 2,4-D |Carbofurano|2,4-D

MIP 666 62 75
11 8,9 2,8 3,7

NIP 160 44 56

Dessa forma, pode-se observar que os resultados indicam que o MIPya
apresentou maior capacidade de adsor¢cdao de diuron, como consequéncia da
existéncia de nanocavidades de tamanho e forma equivalentes e tipo de interagées
especificas. A adorcdo nao especifica que ocorreu no NIP foi similar para todos os

compostos analisados.

4.7.8.2 Aplicacao do MIP em amostras de rios

Os resultados obtidos na analise de MIPya e NIPya em amostras de rios
utilizando as condi¢gdes otimizadas podem ser observados na Tabela 38. Neste
estudo as adsorg¢des de diuron em MIP foram sempre maiores que NIP, mostrando
que a impressao molecular neste caso foi fundamental para se alcancar altas
adsorcdes. A percentagem de adsorgdo de diuron nas condi¢cbes otimizadas foi
entre 65,0 a 72,2% para MIP, enquanto para NIP a percentagem encontrada foi de

20,5 a 24,5% quando adicionado 100 ppm nas amostras de rios.
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Tabela 38 - Estudo de MIP em amostras ambientais (rios)

MIP NIP
Amostra Adici /

de aguas dicionado/ [ Encontrado | Adsorvido | Encontrado | Adsorvido
de rios mg L em solugdo/ | peloMIP/ | em solugdo/ | pelo NIP/

mg L mg L mg L mg L

n°1 50 40,0% 60,0% 78,0% 22,0%

n° 2 50 25,0% 75,0% 80,0% 20,0%

n°3 50 30,0% 70,0% 75,0% 25,0%

n°1 100 35,0% 65,0% 79,5% 20,5%

n°® 2 100 27,8% 72,2% 76,5% 23,5%

n°3 100 30,5% 69,5% 75,5% 24,5%

4.7.9 Analise em extragao em fase sélida usando MIP (MISPE)

Analises em extracdo em fase solida foram realizadas com MIPs como
material adsorvente em cartucho C18 utilizando as melhores condigcdes de analise.
Em principio, os MIP/NIP foram condicionados com solugdes de passagem,
primeiramente agua deionizada e agua deionizada / acetonitrila. Em seguida foi
percolada por estes cartuchos uma solucdo de 100 mL de 0,1 mol L
fosfato/acetonitrila (1:2, v/iv) em pH 7,0 com uma concentragéo de 10 ppm de diuron
em cartucho C18 a uma vazao de 1 ml por minuto. Os resultados obtidos nessas
analises constataram maior quantidade de diuron na solugdo que foi percolada no
NIPaa. E ao eluir uma solugédo contendo 10 mL de acetonitrila pode-se verificar por
um fator x 10 a quantidade exata de diuron adsorvido pelo MIP e NIP através da
analise dessa solucdo em CLAE. Os resultados obtidos com o MIP sintetizado com o
mondmero acido metacrilico (MA) apresentou um desempenho satisfatério na pré-
concentracdo de solugdes contendo 10 mg L™ (ppm), enquanto o MIP contendo o
mondémero acido acrilico apresentou um fraco desempenho na adsorcdo do
template.

Na Tabela 39, observa-se que o diuron eluido nao ficou eficientemente retido
nos sitios de ligacao do MIP, devido ao fato de no SPE ter sido utilizado um tempo

de adsor¢cao menor que o tempo otimizado de 3 horas.
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Tabela 39 - Resultado das andlises da extracao em fase soélida (SPE) para diuron, obtidos

através do método oficial de analise (CLAE).

R Etapa 1: Passagem Etapa 2: Eluigao
Mondémero
MIP NIP MIP NIP
Acido Acrilico 70% 80% 21% 13%
Acido Metacrilico 35% 70% 57% 18%

Analisando o mondémero acido metacrilico foi verificado na solugao de
passagem um valor de 3,5 mg L" de diuron, o qual corresponde a 35% da
concentracdo da solucdo (10 mg L™"). Assim, na pré-concentracdo (10 vezes) era
esperado ser encontrado uma concentragdo maxima de 65 mg L. O valor
encontrado foi de 57 mg L™ de diuron, que corresponde a 57% da concentragdo
inicial. Embora este resultado esteja um pouco abaixo do esperado, os resultados
obtidos mostram que o MIPyatriv que possui impressao molecular apresentou

melhores resultados que os outros polimeros.

4.7.9.1 Determinacao de diuron em aguas de rios utilizando sistema
MISPE

Na etapa de aplicacao foi realizada uma mudanga na proporcéo dos solventes
com a finalidade de melhorar o rendimento do MIPya.triv N@ adsorcdo de diuron. A
proporcao otimizada encontrada para este sistema foi acetonitrila/tampéao fosfato
1:3, viv.

Na amostra 1, por exemplo, foi encontrado um valor de 2,0 mg L™ de diuron
na solugcdo de passagem, o qual corresponde a 20% da concentragcdo da solugao
(10 mg L™). Na etapa de pré-concentracédo (10 vezes) era esperado ser encontrado
uma concentragdo maxima de 80 mg L™. O valor encontrado foi de 75 mg L™ de
diuron, que corresponde a 75% da concentracgao inicial (Tabela 40). Os resultados
obtidos com as duas amostras de rios foram muito satisfatérios mostrando que a

impressao molecular permite a detecgao sensivel de diuron nesse tipo de matriz.
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Tabela 40 - Resultado das analises da extracao em fase solida (MISPE) para diuron, obtidos

através do método oficial de analise (CLAE).

Amostras de aguas de rios

Etapa 1: Passagem

Etapa 2: Eluigao

MIPmA-TRIM NIPmA-TRIM

MIPma-TrRiM | NIPmA-TRIM

Amostra n° 1

20% 62%

75% 36%

Amostra n® 2

23% 67%

73% 28%

Pode-se concluir que a mudanca na proporcdo de solvente foi fundamental

para obtencdo de maiores adsorgbes de diuron, chegando a obter um rendimento

similar ao sistema de analise que utilizou homogeneizador. Sendo assim, o MISPE

pode ser satisfatoriamente empregado na analise de diuron nesse tipo de matriz,

chegando a obter adsorgdes de até 75% de diuron.
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5. CONCLUSAO

5.1 Os sensores biomiméticos desenvolvidos como potenciais mimetizadores da
enzima P450 para deteccdo dos agrotéxicos 2,4-D, diuron, carbofurano e do
farmaco diclofenaco foram respectivamente os complexos cloro 5,10,15,20-
tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina  ferro (lll); o 29H,31H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (ll); a hemina e a 29H,31H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (II).

5.1.1 As caracteristicas analiticas visualizadas com os sensores propostos tanto
para o sistema em batelada e em fluxo foram alta estabilidade, reprodutibilidade,
sensibilidade, seletividade, durabilidade e aplicabilidade em amostras ambientais
como amostras de rios, solo e alimentos, os quais os tornam altamente promissores
frente as outras metodologias de analise, que muitas vezes ndo apresentam todas

essas caracteristicas.

5.2 A utilizagédo de eletrodos descartaveis modificado com MWCNT-COOH permitiu
realizar a determinacdao sensivel de thiram, visto que esses eletrodos foram
desenvolvidos a um custo extremamente baixo quando comparado aos eletrodos
impressos comerciais. Foi verificado que a repetibilidade dos eletrodos entre as
medidas eletroquimicas foi extremamente alta, aumentando assim a confiabilidade

no dispositivo desenvolvido.

5.3 Nesse trabalho pode-se ver claramente que o uso de nanotubos de carbono ou
oxido de grafeno incorporado na superficie dos sensores permitiu 0 aumento de ate
14 vezes na sensibilidade dos sensores eletroquimicos desenvolvidos,
demonstrando claramente a vantagem do uso desses materiais na superficie do
eletrodo. Como exemplo temos o sensor biomimético para determinagéao de 2,4-D,
que quando modificado com nanotubo de carbono permitiu um aumento de 10 vezes

na sensibilidade.

5.4 Os MIPs desenvolvidos com mondémero acidos metacrilico e com o agente de
reticulacdo TRIM foi o que apresentou os melhores resultados nos estudos de

religagao de diuron no MIP, com adsor¢des de 4 a 5 vezes a mais que o polimero de
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controle (NIP). E importante ressaltar que a funcionalidade da molécula molde
permitiu a formacdo do complexo durante a pré-polimerizacdo, permitindo assim a

formacgao das nanocavidades seletivas para diuron.

5.4.1 Os resultados obtidos nos estudos cinéticos foram importantes para a
construcdo das isotermas de adsor¢do, e para os estudos de afinidade e
seletividade do MIP. Quando aplicado o MIPya.trm €m amostras de rios, o0s
resultados obtidos foram satisfatérios com adsor¢des do template pelo MIPya-triv de
até 70%.

5.4.2 A utilizagdo do MIP em extracdo em fase sélida (MISPE) e em estudos de
adsorcao (utilizando homogeneizador) mostrou que o MIP sintetizado neste trabalho
€ um material eficiente para ser utilizado com sucesso em amostras ambientais.
Obtendo-se, no caso do MISPE valores de recuperagao de diuron em aguas de rios
de 75% para o MIPyatriv. Deve-se enfatizar que o MIPya.trim desenvolvido é
altamente vantajoso, visto que na literatura ainda n&o foi relatada nenhuma
metodologia desse tipo na qual permita a determinagcdo sensivel e seletiva de

diuron.
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