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RESUMO 
 

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de sistemas de análise usando 

compostos biomiméticos para determinação 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 metálicas, 

que mimetizaram a ferro protoporfirina IX, que é o sítio ativo catalítico das enzimas 

P450. Os complexos avaliados permitiram que os sensores modificados 

apresentassem características vantajosas, como excelente atividade catalítica e alta 

transferência eletrônica. A comprovação da biomimetização 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 agrotóxicos 2,4-D, diuron, carbofurano e do 

fármaco diclofenaco foram, respectivamente, o cloro 5,10,15,20-

tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina ferro (III); o 29H,31H-ftalocianina-

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi níquel (II); a hemina e a 29H,31H-ftalocianina-

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (II). Adicionalmente, neste período foi 

desenvolvido um sensor eletroquímico para detecção 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 104 e 1,1 x 105 µA L mol-1 e um limite 

de detecção que variou entre 2,0 x 10-6 e 1,3 x 10-5 mol L-1. Quando avaliada a 

seletividade dos sensores com outras substâncias químicas foi verificada alta 

seletividade nos potenciais de análise de cada analito. Por exemplo, o sensor 

biomimético para determinação de diuron, apresentou sinal eletroquímico somente 

para este analito quando realizada amperometria em potencial de 750 mV, não 

apresentando resposta para os outros compostos analisados (carbofurano, thiram, 

clorpirifós, metribuzin, 2,4-D, hexazinona, ametrin, profenofós e carbendazim). Em 

relação à estabilidade e reprodutibilidade dos sensores, as curvas de calibração 

realizadas em triplicata de cada sensor proposto foram satisfatórias com um RSD 

próximo a 4%. Quando aplicado em amostras reais (amostras de solo, águas de 

rios, soro biológico, formulações farmacêuticas), os resultados obtidos nos estudos 

de recuperação aplicando os métodos de adição de padrão e padrão externo foram 

próximos a 100%, demonstrando a alta eficiência dos sensores construídos.  



 

 A segunda estratégia biomimética avaliada neste trabalho foram os polímeros 

molecularmente impressos, mais conhecidos como MIP (Molecularly Imprinted 

Polymer). Os MIPs são um tipo de material que apresentam reconhecimento 

biomimético de analitos de interesse, semelhante aos sistemas específicos enzima-

substrato e/ou antígeno-anticorpo. A polimerização adotada para desenvolvimento 

dos MIPs foi à polimerização em bulk. Os melhores MIPs desenvolvidos foram 

caracterizados superficialmente por microscopia eletrônica de varredura e método 

BET (Bunauer-Emmett-Teller). No método BET foi possível obter resultados de 

áreas superficiais para os polímeros sintetizados, com destaque para o MIP 

sintetizado com ácido metacrílico que apresentou uma área superficial de 861 cm2 / 

g, volume de poro 0,67 cm3 e diâmetro de poro de 6,3 nm. A espectroscopia 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada para verificar a 

presença do template diuron no MIP e também para avaliar a adsorção de diuron em 

estudos de religação.  

 Para verificar a eficiência dos MIP desenvolvidos foi avaliada a cinética do 

sistema através de estudos de adsorção em diversos intervalos de tempo, onde se 

pode verificar a interação do substrato com o MIP e NIP (polímero 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 ótimo para experimentos 

de adsorção, pois a partir desse tempo, a saturação na adsorção do MIP foi bem 

maior que a do NIP. Em seguida, foram obtidas as isotermas de adsorção no 

intervalo de concentração entre 10 e 180 mg L-1 de analito (diuron). Para tal, foram 

usadas uma mistura de 0,05 mol L-1 de tampão fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0. 

Quando avaliado os modelos de adsorção de Langmuir e Freundlich, observou-se 

que a adsorção do template pelo MIP adequou-se mais na isoterma de Langmuir.  

Uma vez avaliadas e otimizadas as características analíticas do MIP para diuron, os 

mesmos foram usados como material adsorvente em extração em fase sólida 

(MISPE) e ao analisar amostras de águas de rios enriquecidas com diuron, os 

resultados obtidos foram satisfatórios, uma vez que foi possível obter recuperações 

de diuron entre 73 e 75%. 

 

 
Palavras Chaves: sensores biomiméticos, agrotóxicos, fármacos, FIA, batelada, CLAE, 

polímeros molecularmente impressos, nanotubos, óxido 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 (III); 

the 29H,31H)-phthalocyanine-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi nickel (II); the hemin 

and 29H,31H)-phthalocyanine-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi copper (II).  

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 104 and 1.1 x 105 L mol-1 μA and a detection limit between 2.0 x 10-6 

and 1.3 x 10-5 mol L-1. 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 cm2 / g, pore 

volume of 0.67 cm3 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-1 for the analyte (diuron). Finally, 

a mixture of 0.05 mol L-1 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 INTRODUÇÃO 

 A sobrevivência e o desenvolvimento da humanidade dependem de 

condições ambientais favoráveis e estáveis. Nas últimas décadas tem ocorrido com 

grande frequência a contaminação do solo e águas de rios por poluentes orgânicos, 

com destaque para os agrotóxicos e os fármacos que são muito utilizados no dia a 

dia. Nesse trabalho será realizado uma breve abordagem da importância da 

utilização de agrotóxicos e fármacos e os prejuízos que essas substâncias podem 

ocasionar ao meio ambiente e ao homem.  

Os agrotóxicos são substâncias potencialmente tóxicas 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 ácaros) entre outros.1 São aplicados em ambientes 

hídricos, urbanos e industriais e, em larga escala, na agricultura e pastagens para a 

pecuária com a finalidade de aumentar a produtividade.2 Os agrotóxicos podem 

sofrer no ambiente, processos físicos, químicos ou biológicos, os quais podem 

modificar as suas propriedades e influenciar no seu comportamento, inclusive com a 

formação de subprodutos com propriedades absolutamente distintas do produto 

inicial e cujos danos à saúde ou ao meio ambiente também são diferenciados.3 

Deve-se considerar que todos os agrotóxicos são potencialmente perigosos e 

podem causar danos à saúde das pessoas, animais e ao meio ambiente. Neste caso 

devem ser levados em conta vários fatores como as características químicas e 

toxicológicas do produto, a exposição do indivíduo e as condições gerais do 

trabalho. Pode ocorrer de forma direta, durante a aplicação ou por manuseio do 

produto ou de forma indireta, através da água contaminada e alimentos ingeridos.4 A 

intoxicação por agrotóxicos pode promover no homem diversos problemas de saúde, 

como nervosismo, tremores no corpo, indisposição, fraqueza e mal estar, dor de 

cabeça, tonturas, vertigem, alterações visuais, náuseas, vômitos, cólicas 

abdominais, dificuldade na respiração, alterações da pele, dores pelo corpo inteiro, 

irritação de nariz, garganta e olhos, convulsões, desmaio, paralisias, neoplasias e 

morte. Estes sintomas podem surgir de imediato após exposição ou ingestão 

exagerada de agrotóxicos ou podem ocorrer de modo tardio, após alguns meses ou 

anos.5  
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 No Brasil, os agrotóxicos são considerados extremamente importantes no 

modelo de desenvolvimento da agricultura no País, sendo que seu surgimento não 

se deu de forma natural, ao contrário, foi através de um conjunto de etapas como na 

Segunda Guerra Mundial, quando os restos de armas químicas 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 “Revolução 

Verde”. Outro fato histórico que marcou a enorme disseminação da utilização dos 

agrotóxicos no Brasil foi a Lei 7.802, que facilitou o registro de centenas de 

substâncias tóxicas, muitas das quais já proibidas nos países desenvolvidos.6 

 Atualmente o Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos do mundo com um 

crescimento no consumo entre 2002 a 2012 de 190%.7 Ao longo das duas últimas 

décadas o monitoramento de resíduos de agrotóxicos em alimentos no Brasil foi 

marcado por uma série de esforços isolados de órgãos estaduais de saúde, 

agricultura e instituições de pesquisas. Esse fato sempre impediu que o País tivesse 

uma noção clara dos níveis de agrotóxicos encontrados em seus produtos 

agrícolas.7 

 Em 2011/2012, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) através 

do programa da análise de resíduos de agrotóxicos em alimentos (PARA) realizou 

uma pesquisa com o objetivo de monitorar a quantidade de agrotóxicos 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).8 

 

Figura 1 - Quantidade de agrotóxicos encontrada em alimentos coletados em vários 

supermercados do Brasil. 
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 Segundo estimativa da Organização Mundial da Saúde (OMS), os cânceres 

ocasionados pelos agrotóxicos são responsáveis por 63% das 57 milhões de mortes 

declaradas no mundo em 2008, cerca de 50% do volume global. A OMS estima um 

aumento de 15% nos óbitos entre 2010 e 2020. No Brasil, os cânceres provocados 

pela contaminação por agrotóxicos representam a principal causa de óbito, sendo 

responsáveis por 74% das mortes ocorridas em 2008 (894 mil óbitos). Nesses óbitos 

ocorridos encontram-se uma percentagem bem significativa de trabalhadores que 

foram expostos a agrotóxicos devido à falta ou uso incorreto dos equipamentos de 

proteção individual (EPI).9 

 Na Tabela 1 são apresentados os limites regulamentados de resíduos dos 

agrotóxicos estudados nessa tese de doutorado. Os valores informados referem-se 

à quantidade máxima de agrotóxicos em águas para consumo humano que tiveram 

como base os valores de referência emitidos pela OMS, Austrália, Estados Unidos, 

Nova Zelândia, Japão, Canadá, União Européia, e Taiwan.10 

 

Tabela 1 - Comparação dos valores de referência para a máxima quantidade de resíduos de 

agrotóxicos permitidos em água potável.10 

 

 

 Os fármacos são substâncias químicas com estruturas químicas e 

propriedades definidas. São 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 prevenção de algum problema de saúde, 

as pessoas adquirem medicamentos que, muitas vezes, não são consumidos por 

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

Agrotóxicos 
Concentração máxima permitida (µg L-1) 

Australia Europa Nova Zelandia Japão Canadá 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 -- -- -- -- 
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esse processo, os fármacos podem atingir o solo, lagos e águas de rios.11 A 

ocorrência de fármacos no meio ambiente tem se tornado um assunto de interesse 

nos últimos anos. Recentemente, o monitoramento de fármacos residuais no meio 

ambiente vem ganhando grande interesse devido ao fato de muitas dessas 

substâncias serem frequentemente encontradas em efluentes de estações de 

tratamento de esgoto (ETEs) e águas naturais, em concentrações na faixa de ng L-1 

e μg L-1, sendo a contaminação de fármacos por excreção humana a principal forma 

de contaminação ambiental. Estudos demonstram que várias dessas substâncias 

parecem ser persistentes no meio ambiente e não são totalmente removidos nas 

ETEs, uma vez que os processos comumente utilizados para tratamento de águas 

residuais não são completamente eficientes para a completa remoção destes 

resíduos.12,13  

 Os fármacos foram desenvolvidos para ser persistentes, mantendo suas 

propriedades químicas o bastante para servir a um propósito terapêutico. O fármaco 

após administrado é absorvido e metabolizado, sendo uma parte significativa 

excretada no esgoto doméstico. Essa quantidade em termos de percentagem varia 

de 40% a 90% do fármaco em sua forma inicial. E uma vez excretado no meio 

ambiente pode sofrer bioacumulação em organismos aquáticos, como no caso dos 

peixes, que por sua vez podem ser consumidos posteriormente por animais ou 

mesmo pelo homem.13,14 Os fármacos constituem um grupo extenso e diversificado 

de compostos químicos muito utilizados em todo o mundo. Considerando apenas a 

União Européia temos disponíveis mais de três mil compostos ativos no mercado, e 

assim a preocupação com o impacto ambiental provocado por essas substâncias é 

de extrema relevância, pois embora os fármacos desempenhem um papel 

importante no organismo, podem ocasionar efeitos indesejados em organismos não 

alvos.14  

 O estudo de potenciais riscos ambientais é, atualmente, prática corrente que 

deve ser realizada nos laboratórios das indústrias farmacêuticas visando à 

segurança ambiental e impacto à saúde do homem. Os fármacos, assim como seus 

produtos de degradação, em termos de periculosidade possuem alguns agravantes 

como: persistência no meio; efeito fisiológico, devido a sua reatividade; aumento de 

seu efeito com o aumento da concentração e poder de combinação com outras 

substâncias que podem promover maior dano meio ambiente. Os efeitos adversos 

causados por compostos farmacêuticos incluem toxicidade aquática, 
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desenvolvimento da resistência em bactérias patogênicas, genotoxicidade, distúrbios 

endócrinos e reprodutivos em peixes.14,15 Diante disso podemos dizer que a 

ocorrência de fármacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos 

adversos em organismos aquáticos e terrestres, mesmo em casos em que a 

concentração de fármacos encontrados no ambiente for baixa, pois podem 

apresentar sinergismo. O efeito pode ser em qualquer nível da hierarquia biológica: 

célula – tecido - órgãos – sistema - organismo - população - ecossistema.   

 Atualmente, tem sido reportado na literatura o desenvolvimento de 

metodologias analíticas suficientemente sensíveis na determinação dos fármacos 

residuais em ambientes aquáticos, com limites de detecção na ordem de ng L-1 e μg 

L-1.15,16 Esses métodos de análise são importantes para o monitoramento de 

substâncias de origem farmacológica, uma vez que a resolução do Conama nº 

357/2005 não apresenta diretrizes específicas sobre o lançamento de compostos 

orgânicos de origem farmacêutica em efluentes. Nela dispõem-se apenas sobre a 

classificação e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos de água 

superficiais e estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes.15,16  
 

Figura 2 - Exemplos de fármacos presentes no meio ambiente 
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1.1 ANALITOS DE INTERESSE DESTE TRABALHO 
 Para o desenvolvimento do trabalho foram escolhidos os agrotóxicos 2,4-D, 

diuron, thiram, carbofurano e o fármaco diclofenaco que podem ser considerados 

potenciais poluentes ambientais. 

 

1.1.1 Diuron 
  O diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia] é um agrotóxico pertencente ao 

grupo das feniluréias. As principais características desta molécula estão 

relacionadas à sua baixa solubilidade em água, 40 mg L-1 a 25 ºC e sua persistência 

no solo que pode variar de alguns meses a 1 ano, dependendo da quantidade de 

diuron aplicado.17 O diuron 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia (Figura 3) é 

amplamente usado no controle de ervas daninhas em campos de cultivo de soja, 

algodão, cana-de-açúcar, frutas cítricas, trigo e café em sistema de pré e pós-

emergência. 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.18 Estudos realizados por 

órgãos competentes, como a agência de proteção ambiental norte-americana (EPA), 

provaram que esse herbicida promove a formação de tumores em ratos e, dessa 

forma, pode ser classificado como provável agente cancerígeno/mutagênico à 

espécie humana. O diuron em contato direto com o homem provoca a irritação nos 

olhos, pele, mucosa e perturba o funcionamento do sistema imunológico. Provoca 

também anormalidades no sangue, fígado e baço e atua como disrruptor 

endócrino.19  

 

 
Figura 3 - Estrutura química do diuron. 
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 1.1.2 Ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) 
 O ácido diclorofenoxiacético conhecido como 2,4-D (Figura 4), pertence à 

classe química dos fenoxiacéticos, sendo o primeiro herbicida usado no controle de 

plantas daninhas latifoliadas. É um dos herbicidas mais usados no mundo, sendo 

recomendado seu uso em pastagens, gramados e culturas gramíneas (arroz, cana-

de-açúcar, milho, trigo, etc). O 2,4-D apresenta uma degradação lenta, com baixa 

absorção no solo e por isso, sua presença no meio ambiente é comum.20  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 Vietnã). É um produto que foi usado como arma química, causando a 

morte e malformações em milhares de pessoas. No Brasil, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) classificou o 2,4-D como Extremamente Tóxico para a 

saúde (Classe I) e perigoso para o meio Ambiente (Classe III). Apresenta 

solubilidade de 0,6 mg L-1,  toxicidade moderada para mamíferos, sendo absorvido 

pela pele, por via digestiva e por inalação, promovendo agudamente, alterações da 

glicemia de forma transitória, simulando um quadro clínico de diabetes, alterações 

neuromusculares por neurite periférica, problemas renais, cardiovascular e muscular 

e em longo prazo podem causar distúrbios reprodutivos e alguns tipos de câncer 

como linfoma.21,22 

 

Figura 4 - Estrutura química do 2,4-D 

 

 

 

 

 

 

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 tóxicos para os seres humanos 

que qualquer outro agrotóxico utilizado.23 É um agrotóxico sistêmico, no qual a 
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planta o absorve através das raízes, e o distribui para todas as partes do vegetal. 

Sua presença em alimentos tem recebido atenção mundial devido à sua solubilidade 

de 0,7 mg L-1 de água a 25°C, e devido ao fato de que pode causar toxicidade aguda 

no homem.23 Em animais os principais sintomas verificados foram perda de 

equilíbrio, lacrimejamento, dispnéia e tremores. A dose letal de carbofurano 

realizada em ratos foi de 7 a 10 mg / kg.23,24  

O carbofurano apresenta curta persistência no ambiente e pequeno 

deslocamento em regiões adjacentes. É utilizado para controle de insetos em uma 

grande variedade de culturas como algodão, amendoim, arroz, milho, trigo, feijão, 

banana, batata, café, cana-de-açúcar, cenoura, repolho e tomate. Seu uso tem 

aumentado nos últimos anos, porque é um dos poucos inseticidas eficazes contra os 

pulgões de soja.24  

 
Figura 5 - Estrutura química do carbofurano. 

 

 

 

 

 

 
 

   

 

É um composto relativamente solúvel em água e é hidrolisado com facilidade 

em meio básico formando dióxido de carbono, 7-hidroxicarbofurano e 7-metilamina. 

O principal metabólito do carbofurano tanto em plantas quanto por ação 

microbiológica é o produto de oxidação, 3-hidroxicarbofurano. No ambiente, a 

permanência do carbofurano é controlada por processos de degradação que, 

dependendo do meio (solo, planta ou água), pode ser química ou biológica.25 A sua 

solubilidade em água e o baixo coeficiente de adsorção no solo, Kow = 1,52, a 20º C, 

facilitam seu transporte para rios e lençóis freáticos. 

 

 

O
CH3

CH3

ONH

O

CH3



Capítulo I - Introdução / 9 

________________________________________________________________________________ 
 

 

1.1.4 Thiram  
O thiram ou dissulfeto de tetrametilthiuram (Figura 6) é um 

dimetilditiocarbamato usado como fungicida comum para prevenir danos de culturas 

no campo e proteger às colheitas da deterioração 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 doenças causadas por fungos sendo 

aplicado em meios de cultura como soja, arroz, algodão, milho, feijão, ervilha e 

trigo.26 Esse fungicida é prejudicial ao ambiente e após sua aplicação, processos 

físico-químicos como dessorção/adsorção e outros fenômenos químicos e biológicos 

podem ocorrer.27 Existem relatos sobre os efeitos adversos no sistema hepático, no 

sistema reprodutivo e no processo de desenvolvimento do homem. O thiram possui 

a característica de formar complexos metálicos e considerando essa interação pode 

alterar a toxidade do composto, podendo diminuir ou até aumentar.28 

 
Figura 6 - Estrutura química do thiram 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.5 Diclofenaco 
O diclofenaco conhecido quimicamente como 2-[(2,6-diclorofenil)amino] sal 

monossódico ou benzenoacético monopotássico (Figura 7) é um antiinflamatório 

não-esteróide (AINE) com ação principalmente analgésica e antiinflamatória, não 

sendo usado especificamente como antipirético, embora também tenha esta ação.29 

Devido ao uso extensivo, resíduos de diclofenaco têm sido detectados em águas 

superficiais como rios e lagos. O diclofenaco e seus produtos de degradação podem 

causar alguma persistência ambiental e efeitos fisiológicos, devido à sua reatividade 

e pelo poder da combinação com outras substâncias que podem promover uma 

maior toxicidade para os seres humanos e ao meio ambiente.30 Há evidências que a 

exposição prolongada em concentrações ambientalmente relevantes de diclofenaco 
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leva ao comprometimento da saúde geral dos peixes, induzindo lesões renais e 

alteração das brânquias. A intoxicação de diclofenaco no homem provoca vomito, 

hemorragia, diarréia, convulsão, insuficiência do figado, lesões renais e estomacais. 
31,32  

 

 

Figura 7 - Estrutura química do diclofenaco de sódio 

  

 

 

 

 

 

 
 
   

1.2  SENSORES ELETROQUÍMICOS 
Os sensores eletroquímicos são dispositivos que fazem uso de reações 

eletroquímicas, nas quais o sinal analítico proveniente de reações de oxidação ou 

redução é convertido em uma resposta mensurável através de um transdutor 

adequado. O transdutor é um dispositivo que transforma uma forma de energia em 

outra de modo que possa ser quantificável e processável.33,34     

Os sensores eletroquímicos têm lugar de destaque entre os modernos 

instrumentos de análise. Os mesmos podem ser utilizados para a determinação da 

concentração de analitos de interesse. Em virtude de possibilitarem um 

monitoramento contínuo, permitem a aquisição de informações em tempo real sobre 

o(s) analito(s).34     

Dentre os diversos tipos de sensores eletroquímicos (amperométricos, 

potenciométricos, impedimétricos e condutométricos), o uso de sensores 

amperométricos tem se mostrado bastante atraente, devido à sua simplicidade 

experimental, ampla aplicação e baixo custo. Estes dispositivos, em geral, 

funcionam por aplicação de uma diferença de potencial entre um eletrodo de 

trabalho e um eletrodo de referência, o que proporciona a oxidação ou redução da 
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espécie eletroativa sobre o eletrodo de trabalho e possibilita a medida da corrente 

resultante, a qual é proporcional à concentração do analito. A quantificação do 

analito de interesse pode ser realizada usando técnicas voltamétricas ou 

amperométricas.35    

Existem atualmente diversos tipos de eletrodos que podem se apresentar sob 

diferentes maneiras, usando uma variedade de materiais que permitem o 

monitoramento de diversas substâncias como fármacos, agrotóxicos, corantes, 

compostos fenólicos, etc. A modificação da superfície do eletrodo com materiais 

específicos tem como finalidade alterar a natureza físico-química da interface 

eletrodo/solução, possibilitando melhorar o desempenho dos sensores 

eletroquímicos. Eletrodos assim preparados são chamados de eletrodos 

quimicamente modificados (EQM).36      

Os EQM foram inicialmente utilizados na eletroquímica por Murray e 

colaboradores para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas 

convenientemente imobilizadas na superfície desses dispositivos. A modificação 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 é um aspecto muito 

importante na preparação de um EQM. Os eletrodos que têm sido muito utilizados 

recentemente são: eletrodos de pasta de carbono, ouro, platina, carbono vítreo, 

diamante dopado com boro.37,38     

Os tipos de imobilização mais comumente usados para imobilizar o 

modificador na superfície do eletrodo são a imobilização por adsorção, ligação 

covalente e oclusão.39,40     

 

Imobilização por adsorção: consiste na dissolução do agente modificador em 

um solvente apropriado e na imersão por um determinado tempo do eletrodo nesta 

solução. Geralmente é empregado nesse tipo de imobilização eletrodos de grafite 

pirolítico e pasta de carbono. A técnica de adsorção é bastante empregada, dada 

sua simplicidade e eficiência em muitos casos. No entanto, a mesma apresenta a 

desvantagem de não ser muito duradoura devido à dessorção do modificador que se 

encontra na superfície do eletrodo. Esse fato acaba comprometendo a resposta do 

sensor e seu tempo de vida.39,40     
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Imobilização por ligação covalente: O modificador é fixado covalentemente ao 

substrato do eletrodo com a manipulação da reatividade dos grupos funcionais do 

modificador e do substrato. Substratos como o carbono e óxidos metálicos são muito 

convenientes para estabelecer ligações com ésteres, éteres, amidas, entre outras 

espécies. O método de modificação via ligação covalente é bastante estável em 

relação aos demais métodos, contudo requer maior tempo para a realização. 39,40     

 

Imobilização por oclusão em filmes poliméricos: consistem no recobrimento 

da superfície do eletrodo com filmes poliméricos condutores ou permeáveis ao 

eletrólito de suporte e à espécie de interesse. A modificação com membranas 

poliméricas permite a imobilização da espécie ativa na superfície modificada, 

ampliando consideravelmente a resposta eletroquímica. Desta forma, filmes 

poliméricos têm sido empregados em eletrodos quimicamente modificados e usados 

no desenvolvimento de sensores para proteger a superfície dos eletrodos de 

impurezas, bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes, incorporar 

mediadores e fornecer biocompatibilidade. Devido à grande variedade das 

características dos polímeros, podem-se explorar suas propriedades conforme o 

interesse. 39,40     

 

Imobilização por oclusão em materiais compósitos: destacam-se os materiais 

compósitos, onde duas ou mais substâncias combinadas passam a exibir 

propriedades únicas, que não são possíveis de serem obtidas a partir de seus 

componentes individuais. Compósitos podem ser formados pela combinação de 

diferentes materiais, do tipo inorgânico-inorgânico, orgânico-orgânico ou orgânico-

inorgânico (sendo, neste último caso, também chamados de materiais híbridos). 

Esta técnica é adequada para modificar eletrodos à base de carbono, tais como em 

eletrodos de pasta de carbono e grafite-epóxi. Uma característica importante é que o 

aglutinante empregado na síntese da pasta de carbono deve ser inerte, sendo 

geralmente empregado óleo mineral (Nujol). 39,40    

A Figura 8 apresenta um esquema dos tipos de imobilização mais abordados 

e utilizados na elaboração de sensores eletroquímicos. 

Esta grande variedade de materiais proporciona um grande campo de 

atuação dos EQMs. Desta forma, a utilização dos EQM é uma área em franca 

expansão, principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos materiais e 
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novos métodos de modificação de superfície de eletrodos, como na utilização de 

nanopartículas, que visa ampliar e potencializar as respostas de sensores 

eletroquímicos.  
 

Figura 8 - Tipos de imobilização reportados na literatura. 39-42  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As técnicas analíticas mais utilizadas nas aplicações dos eletrodos 

modificados são técnicas voltamétricas, amperométricas e potenciométricas. Essas 

técnicas estão relacionadas com as diferentes aplicações e funções básicas do 

eletrodo modificado, que incluem os seguintes fenômenos: pré-concentração, reação 

eletroquímica e eletrocatálise.42,43  

- Pré-concentração: Para soluções diluídas, a acumulação (pré-concentração) de um 

analito de interesse pode ser feita em eletrodo modificado com a função de receptor. 

A acumulação é preferencialmente causada pela interação química seletiva entre o 

analito e o agente modificador ou mediante a aplicação de um determinado 

potencial. Os mecanismos de acumulação podem envolver alguns processos como 

troca iônica, ligação covalente e quimissorção.42,43 

- Reação eletroquímica: O analito reage seletivamente com o modificador 

imobilizado na superfície do eletrodo produzindo um sinal mensurável. 42,43 

Oclusão 
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- Eletrocatálise: o modificador usado terá a função de reduzir a energia de ativação 

da transferência de elétrons, aumentando a velocidade de transferência e, 

consequentemente, ampliando o sinal analítico, e/ou mesmo diminuindo o 

sobrepotencial de análise tornando o sensor mais seletivo.42,43 

 

Figura 9 - Mecanismo de reação do modificador na superfície do eletrodo (EQM).44 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

  Dentre as espécies químicas que podem diminuir o sobrepotencial, temos as 

quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinometano, compostos organometálicos 

(ferroceno, metaloporfirinas e metaloftalocianinas) e nanopartículas.45,46 A Figura 9 

apresenta uma ilustração da reação eletroquímica promovida com uso de 

mediadores. 

 

1.2.1  Transdutor e camada de reconhecimento  
 O transdutor corresponde ao dispositivo que converte a mudança física ou 

química, na camada de reconhecimento, num sinal físico mensurável. Os 

transdutores podem ser subdivididos em quatro grupos principais, de acordo com o 

princípio de funcionamento: Eletroquímicos, ópticos, piezoeléctricos e térmicos 

(Figura 10). 
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 Dentre os transdutores mencionados, os transdutores eletroquímicos tem se 

destacado devido à sua alta sensibilidade, especificidade, análise rápida e exata. 

Essas características vantajosas tem permitido o desenvolvimento de novas 

ferramentas de análise, como por exemplo, os biossensores que utilizam 

componentes biológicos como células, tecidos, anticorpos, antígeno, proteína, DNA 

ou enzimas, os quais são imobilizados na superfície de eletrodos. 

 

Figura 10 - Tipos de transdutores empregados em sensores e representação esquemática 

de um sensor. 
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A camada de reconhecimento é 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 interferência de outras 

substâncias. Inúmeros materiais sensíveis têm sido usados como camadas de 

reconhecimento em sensores eletroquímicos, desde elementos biológicos, como por 

exemplo as enzimas e os anticorpos (no caso dos biossensores) e elementos 

sintéticos (materiais orgânicos, inorgânicos, cristalinos, amorfos, ionóforos, entre 

outros).35 

 

1.2.2 Emprego de nanotecnologia e compostos organometálicos no 
desenvolvimento de sensores eletroquímicos 

A ciência e a tecnologia em nanoescala têm atraído muita atenção nos 

últimos anos, em função da expectativa quanto ao impacto que os materiais 

nanoestruturados podem causar em diversas áreas. Com o exponencial crescimento 

nos últimos anos da ciência em nanoescala, alguns termos surgiram para designar 

essa área de conhecimento: o termo “nanociência” vem sendo utilizado para 

descrever a preparação 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.47 

A nanotecnologia de uma forma geral corresponde à metodologia de 

processamento envolvendo a manipulação de átomos, ao passo que a nanociência 

se refere ao estudo do fenômeno e da manipulação de sistemas físicos que 

produzam informações significativas, em uma escala nanométrica de tamanho.47 

 Por definição, os materiais nanoestruturados apresentam pelo menos uma de 

suas dimensões em escala nanométrica, e nesta escala de tamanho, os materiais 

apresentam novas propriedades, antes não observadas quando em tamanho micro 

ou macroscópico. Essas propriedades podem ser óticas, elétricas, magnéticas, 

catalíticas, etc. Como exemplos mais expressivos podemos citar as nanopartículas 

metálicas48 nanotubos de carbono49 e grafeno.50 
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1.2.2.1  Nanotubo de carbono 
Nanotubos de carbono foram introduzidos por Iijima em 1991, apresentando-

se como estruturas únicas e com propriedades mecânicas e eletrônicas notáveis. 

Esses materiais são compostos por folhas de grafeno enrolados na forma de um 

cilindro fechado, com estrutura hexagonal ligados entre si com hibridização do tipo 

sp2 e dimensões nanométricas, formando uma cavidade interna oca. Os nanotubos 

de carbono possuem usualmente uma faixa de diâmetros de poucos ângstrons a 

dezenas de nanômetros e podem ter comprimentos acima de centímetros.51 

Os nanotubos de carbono podem ser divididos em dois grandes grupos, os de 

parede simples, compostos pelo enrolamento de uma única folha de grafeno 

(SWCNT, single walled carbon nanotubes) e os de paredes múltiplas (MWCNT, multi 

walled carbon nanotubes), que compreendem um conjunto de cilindros concêntricos 

com espaçamento entre suas camadas da mesma ordem do espaçamento 

encontrado no grafite (aproximadamente 0,34 nm).51,52 
Os nanotubos de carbono são estruturas químicas altamente rígidas e 

resistentes a tensões mecânicas. Desempenham simultaneamente as funções de 

condutores, tanto de calor como de eletricidade. Atualmente têm sido utilizados em 

numerosas aplicações práticas como dispositivos emissores de elétrons, 

armazenagem de energia, sensores eletroquímicos, entre outros.51,52 A utilização de 

nanotubos de carbono (Figura 11) em sensores eletroquímicos permite obter maior 

área superficial, amplificando o sinal analítico e até promovendo catálise.  

 
Figura 11 - Imagem ilustrativa de nanotubo de carbono.52 
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1.2.2.2  Grafeno 
O termo grafeno (Figura 12) foi proposto como uma combinação de grafite e 

o sufixo-eno por Hanns-Peter Boehm. É uma folha plana de átomos de carbono com 

ligação sp2
 densamente compactados e com espessura de um átomo, 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 única camada de grafeno é um material puramente bidimensional. Sua 

rede consiste de hexágonos regulares com um átomo de carbono em cada 

extremidade.53 
 

Figura 12 - Imagem da estrutura do grafeno.53  

 

 

 

 

 

 

 

O grafeno tem atraído forte interesse científico e tecnológico nos últimos 

anos.  Tem mostrado uma grande promessa em aplicações, tais como na eletrônica, 

armazenamento de energia e conversão (supercapacitores, baterias, células 

combustível, células solares) e biociência/biotecnologias. O grafeno possui algumas 

propriedades que o tornam altamente vantajoso, como elevada área superficial 

(teoricamente 2630 m2 g-1 para camada única de grafeno), excelente condutividade 

térmica e condutividade elétrica, resistência mecânica e baixo custo. Efetivamente, o 

grafeno como condutor de eletricidade, é similar ao cobre, como condutor de calor 

supera todos os materiais conhecidos. É mais forte e mais duro que o diamante e 

pode ser esticado 25% de seu comprimento.54 

Na literatura são reportados inúmeros trabalhos utilizando óxido de grafeno 

(GO) em sensores eletroquímicos. Nesses trabalhos foi constatado que GO 

imobilizado na superfície 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 eletrocatalítica, área superficial, 

condutividade em escala macroscópica e baixo custo quando comparado aos 

nanotubos de carbono.55,56   

 

1.2.2.3 Ftalocianina e Porfirina 
As porfirinas são compostos orgânicos encontrados tanto na natureza como 

sintetizadas em laboratórios. Essas macromoléculas formam uma importante classe 

de compostos macrociclos tetrapirrólicos que contém quatro anéis pirróis (C4H4NH), 

ligados por pontes de metino (=CH) através dos átomos de carbono indicado nas 

posições 5, 10, 15 e 20, e que possuem no seu centro um espaço apropriado para 

acomodar um íon metálico.57  

As ftalocianinas, diferentemente das porfirinas, não são encontradas na 

natureza. Assim como a porfirina, o macrociclo de ftalocianina possui um conjunto 

de ligações duplas conjugadas gerando um sistema molecular de alta densidade 

eletrônica, porém há diferenças na estrutura destas macromoléculas. As diferenças 

estão nas quatro subunidades benzo fundidas aos anéis pirróis e na substituição dos 

quatro átomos de carbono por nitrogênio nas pontes de metino. Por este motivo, a 

ftalocianina é conhecida sistematicamente como tetraazatetrabenzoporfirina. Os 

complexos metálicos do tipo azo-macrocíclico como as ftalocianinas de Fe (III), Co 

(II), Mn (II) entre outros, são conhecidos por sua excelente atividade catalítica em 

muitas reações, onde estas são totalmente dependentes do centro metálico do 

composto.58,59 Estes complexos são estáveis e apresentam estruturas similares as 

porfirinas que estão presentes em sistemas biológicos como hemoglobina, clorofila e 

citocromo.58,59 Na Figura 13 temos estruturas químicas de ftalocianinas e porfirinas 

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

 

   

 

 

 

 

 

 

                                                                 

 

A utilização de ftalocianinas e porfirinas metálicas no desenvolvimento de 

sensores eletroquímicos apresenta-se como um grande campo de pesquisa a ser 

explorado, pois estes complexos facilitam a transferência eletrônica entre analito e a 

superfície do eletrodo, propiciando análises eletroquímicas sensíveis e seletivas em 

baixo potencial redox. Esses materiais podem ser imobilizados na superfície de 

eletrodos através de uma agente imobilizador como Nafion® ou outro polieletrólito, 

ou incorporado em outros materiais como nanotubos de carbono através de 

interações eletrostáticas.59,60  

 

1.2.3  Eletrodos à base de materiais carbonáceos 
1.2.3.1  Eletrodo de pasta de carbono (EPC) 

Os eletrodos de pasta de carbono são exemplos de modificação utilizando 

compósitos. As pastas de carbono consistem em uma mistura homogênea de grafite 

em pó e um líquido orgânico hidrofóbico (óleo mineral, óleo de parafina, óleo de 

silicone, etc.) colocados em uma cavidade de um de tubo de vidro ou plástico. A sua 

superfície é facilmente renovada uma vez que ocorre o polimento e 

consequentemente renovação da superfície do eletrodo. Podem ser incorporados na 

pasta de carbono enzimas, mediadores, cofatores, estabilizadores, nanopartículas, 

entre outros. Na literatura são encontrados inúmeros trabalhos que utilizam os vários 

tipos de modificadores, desde enzimas, DNA, hexacinanoferrato, ftalocianinas, 

nanotubos, entre outros.61,62  

(A) (B) 
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O aglutinante tem a função de dar consistência à mistura e também preencher 

os interstícios entre as partículas de grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente 

inerte, imiscível com a água, apresentar baixa volatilidade e não conter impurezas63.  

As principais vantagens do EPC são o baixo custo e facilidade de preparação, 

baixo ruído, corrente residual baixa, ampla janela de operação em solução aquosa e 

a possibilidade de renovação da superfície.63 

 

1.2.3.2  Eletrodo de carbono vítreo 
 O carbono vítreo possui alta estabilidade térmica, alta resistência a ataques 

químicos, bem como poros de pequenas dimensões, e ainda se caracteriza como 

um material praticamente impermeável a gases e líquidos. Estas características 

fazem do carbono vítreo um ótimo eletrodo inerte. Os tipos de pré-tratamento 

usados para preparação são o polimento mecânico, a ultra-sonificação, tratamento 

térmico á vácuo, irradiação com laser e o tratamento eletroquímico.64 

A modificação de um eletrodo de carbono vítreo pode ocorrer através do uso 

de reagentes como polieletrólitos (Nafion®, polilisina, quitosana), nanotubos 

suspensos em dimetilformamida, entre outros.65 O modificador deve ser solúvel no 

solvente usado afim de que forme um filme fino, compacto e aderente na superfície 

do eletrodo.  

 

1.2.3.3  Eletrodo impresso  
Os eletrodos impressos descartáveis ou eletrodos screen-printed (SPE) têm 

sido amplamente empregados como uma alternativa ao uso de eletrodos 

convencionais, como, por exemplo, eletrodos de mercúrio, carbono vítreo, pasta de 

carbono, ouro, platina, prata e outros em eletroanálise, cuja utilização apresenta 

como vantagem oferecer sistemas mais simples, mais compactos e descartáveis, o 

que diminui as etapas de limpeza entre as análises e envenenamento da superfície 

do eletrodo.66 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 responsável pela definição de 

uma área de contato elétrico interligado a área superficial ativa do eletrodo em outra 

extremidade, porém recoberta superficialmente. O eletrodo de trabalho pode ser 

modificado com modificadores como compostos organometálicos, enzimas, DNA, 
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nanopartículas, etc. O desenvolvimento de eletrodos impressos (EI) oferece um 

completo sistema de eletrodos projetados com grande simplicidade e economia, ou 

seja, os eletrodos apresentam-se na forma de um único sistema, contendo um 

arranjo de eletrodos, onde eletrodos de trabalho, auxiliar e referência são impressos 

no mesmo suporte. Os EI são dispositivos de baixo custo que permitem a 

comercialização na forma de eletrodos descartáveis. Como consequência, tem 

mostrado alta versatilidade de aplicações, tanto na forma de eletrodo convencional, 

quanto na forma de eletrodo modificado.66,67   

O uso de eletrodos impressos modificados ou até mesmo não modificados 

tem apresentado diversas vantagens requeridas para acompanhar o 

desenvolvimento tecnológico atual, como é o caso da procura por instrumentos 

eletroanalíticos portáteis, robustos, que ofereçam alta sensibilidade e seletividade, 

redução de contaminação e interferências, baixo peso e pequeno tamanho e longo 

tempo de vida.67  

 

1.2.4  Sensores biomiméticos 
Os sensores biomiméticos estão relacionados com os mecanismos de 

reconhecimento de substratos enzimáticos através de enzimas artificiais. É de 

conhecimento que uma enzima artificial executa os mesmos processos realizados 

pelo catalisador biológico, porém não necessariamente seguindo o mesmo 

caminho.68 Quando comparado aos biossensores, os sensores biomiméticos são 

mais robustos e possuem um tempo de vida maior por se basear em um material de 

reconhecimento, que não sofre desnaturação como ocorre com o material biológico. 

Os sensores biomiméticos possuem características vantajosas que permitem a 

aplicação em vários tipos de matrizes, sob condições adversas como pH extremos, 

altas temperatura e também em presença de solventes orgânicos.69,70 

Os sensores biomiméticos foram propostos neste trabalho visando obter 

sensores amperométricos mais estáveis e duradouros que os biossensores 

convencionais, que possuem como base materiais biológicos.70 Em particular, o uso 

de um sensor biomimético para agrotóxicos e fármacos por exemplo, terá a 

vantagem adicional em termos de seletividade, uma vez que, as enzimas usadas 

para a detecção de agrotóxicos, como acetilcolinesterase71 tirosinase72 e 

peroxidase73 não são seletivas para um determinado analito. Adicionalmente, a 
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resposta eletroquímica para os sensores biomiméticos oferecerá um sinal direto 

proporcional à concentração do agrotóxico de interesse. Uma condição para 

mimetizar ou escolher uma enzima adequada para a construção de sensores 

biomiméticos é que a química da catálise da reação enzimática e a estrutura do sítio 

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 monóxido de carbono 

(CO) está na forma reduzida, este se liga a estas enzimas e produz um espectro de 

absorção característico que apresentam um pico de aproximadamente 450 nm.74  

As enzimas P450 constituem um dos principais sistemas enzimáticos do 

organismo que atua sobre xenobióticos. Localizam-se no retículo endoplasmático 

liso, mitocôndrias e outras membranas. Está intimamente ligado a outro componente 

vital do sistema: NADPH citocromo P450 redutase. As enzimas P450 são 

constituídas por 40 isoenzimas cuja expressão genética está em 27 famílias de 

genes, totalizando 7.700 sequências distintas de CYP até setembro de 2007. A 

nomenclatura destas isoenzimas inclui a família, subfamília e o gene75, segundo a 

ilustração a seguir: 

 

                                       CYP 3C3 

                                     

 

Estima-se que 90% das drogas oxidadas são 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 são as isoenzimas de maior relevância quantitativa. 

O CYP 3A4 é a principal P450 que metaboliza drogas no homem.76,77 

As enzimas P450 promovem a metabolização de diversas substâncias no 

organismo e dentre elas têm-se reações como a degradação de xenobióticos como 

agrotóxicos organoclorados e disruptores endócrinos, e a metabolização de 

fármacos e agrotóxicos. As enzimas P450 são representantes das monooxigenases, 

sendo capazes de catalisar seletivamente uma grande variedade de reações de 

oxidação.  A especificidade das P450 varia de enzima para enzima, sendo que a 

metabolização de xenobióticos pode ocorrer para um único substrato ou para vários.  

Família Subfamília Gene 
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Na Tabela 2, são apresentados alguns agrotóxicos e fármacos que são 

metabolizados pelas P450.77,78 

 
Tabela 2: Enzimas P450 que são responsavéis pela metabolização de fármacos e 

agrotóxicos pela P450. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

agrótoxicos e fármacos, através de um ciclo catalítico entre a P450 e o substrato, 

antes de obter o substrato final. 

 

Figura 14 - Mecanismo de reação da enzima P450 sobre fármacos e agrotóxicos.78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isoenzima Substrato metabolizado 

CYP1A2 cafeína propanolol clozapina 

CYP2C9 diclofenaco piroxicam ibuprofeno 

CYP3A4 
thiram clorpirfós paration 

carbofurano diuron 2,4-D 
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Atualmente as enzimas P450 têm sido identificadas em todas as linhagens 

vivas, incluindo mamíferos, aves, peixes, insetos, vermes, plantas, fungos, bactérias, 

etc, produzindo metabólitos que normalmente são essenciais ou fisiologicamente 

benéficos.78,79 As enzimas P450 pertencem ao grupo heme proteína, e possuem um 

sitio ativo comum, ferro protoporfirina IX, que é responsável pela atividade catalítica 

da enzima. A mimetização 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 químicas semelhantes ao sitio ativo da P450.  
 
Figura 15 - Estrutura da ferro protoporfirina IX e complexos organometálicos a base de 

porfirinas e ftaliocinaninas usados para desenvolvimento de sensores 

biomiméticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espera-se que quando imobilizado na superfície do eletrodo, estes complexos 

melhorem a transferência de elétrons entre o eletrodo/sítio ativo (catalisador 

biomimético)/substrato (analito), permitindo assim uma maior sensibilidade e 

seletividade em baixos potentiais redox.81,82  

Na literatura tem sido visualizado inúmeros trabalhos que reportam a utilização 

de compostos de ftalocianinas e porfirinas em sensores eletroquímicos. Como 

Compostos organometálicos 
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exemplo temos bis(piridil)ftalocianina ferro (II),83 ftalocianina de cobalto84 e 

ftalocianina de manganês  (III)85 e que têm sido utilizados de forma satisfatória como 

modificadores em sensores eletroquímicos biomiméticos para a monitoramento de 

poluentes ambientais emergentes , como drogas, hormônios e agrótoxicos. 

Dentre os complexos organometalicos que foram utilizados como catalisadores 

biomiméticos da P450, devido à semelhança com a estrutura química da ferro 

protoporfirina IX tem-se o complexo 29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-

octabutoxi níquel (II) e o cloro 5,10,15,20-tetraquisis (pentafluorfenil) ferro (III), 31H-

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

 
Figura 16 - Estrutura química: (A) complexo 29H, 31H-ftalocianina-1,4,8,11,15,18,22,25-

octabutoxi  níquel (II); (B) complexo cloro 21H, 23H-porfirina 5,10,15,20-

tetraquis (pentafluorophenil)  ferro (III); (C) hemina e (D) 31H-ftalocianina 

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi  cobre (II) . 
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1.3  SISTEMAS DE ANÁLISE POR INJEÇÃO EM FLUXO (FIA) 
 O desenvolvimento de métodos analíticos que combinam menor tempo de 

análise, maior sensibilidade e seletividade, simplicidade no manuseio, baixo custo e 

potencialidade adequada para automação constitui-se num campo de pesquisa 

amplo e em constante expansão na área de Química Analítica.86 Nesse contexto, a 

análise por injeção em fluxo, FIA - Flow Injection Analysis tem sido explorada com 

sucesso na análise de grande diversidade de substâncias, proporcionando várias 

vantagens, tais como, uso de instrumentação versátil, baixo custo dos componentes 

do sistema, elevada frequência de amostragem, consumo reduzido de reagentes e 

amostras e, consequentemente, redução na geração de resíduos. Além disto, o 

sistema FIA pode ser automatizado, minimizando os riscos de intoxicação do 

analista, devido a uma menor exposição aos reagentes e amostras.87  

 Os primeiros trabalhos empregando FIA foram propostos por Ruzicka e 

Hansen, em 1975, como um novo conceito de análises químicas. Esses trabalhos 

foram baseados em um processo de automatização de procedimentos analíticos, 

onde é introduzido um volume discreto e reprodutível da amostra em um fluxo 

transportador (carregador) não segmentado, que continuamente flui em direção ao 

detector. Durante o transporte, a amostra se dispersa e pode ou não, sofrer reações 

químicas e/ou passar por etapas de separação e/ou concentração, gerando uma 

"zona de amostragem” de um produto adequado para a quantificação. Ao atingir o 

detector, a zona de amostragem origina um sinal transiente resultante do gradiente 

de concentração gerado durante o transporte na solução carregadora (ou 

transportadora) em fluxo continuo.88 

A detecção eletroquímica pode oferecer vantagens frente a outros sistemas 

de detecção, como baixo custo de instrumentação, simplicidade de aplicação e 

minimização de etapas de preparação de amostras. Adicionalmente, diversas 

espécies a serem analisadas podem ser pré-concentradas sobre eletrodos, tanto por 

processos de adsorção como por eletrodeposição. Os detectores eletroquímicos 

mais utilizados em sistemas em fluxo são os amperométricos, que foram adotados 

em grande parte dos trabalhos descritos na literatura. Nesta técnica, o eletrodo de 

trabalho (ou sensor eletroquímico) é mantido em um potencial constante adequado, 

no qual ocorre a oxidação ou redução eletroquímica de compostos eletroativos de 

interesse.89 
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1.4  DESENVOLVIMENTO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE 
IMPRESSOS  

1.4.1 Contexto histórico e fundamentos  
O fundamento de se utilizar uma molécula alvo como template para se ligar 

seletivamente a um sitio de reconhecimento específico foi sugerida por Mudd em 

1932 e Pauling em 1940. Em 1942, Linus Pauling descreveu o preparo de anticorpos 

artificiais usando moléculas de antígeno como template. Em 1949 através de Frank 

Dickey foi realizado o primeiro trabalho usando produto sintético impresso (sílica gel) 

na adsorção seletiva de alaranjado de metila.90 

O desenvolvimento dos polímeros sintéticos com impressão molecular, mais 

conhecidos como MIP ("Molecularly Imprinted Polymers") tem sido usado para obter 

sistemas com reconhecimento biomimético semelhante aos sistemas específicos 

enzima-substrato e/ou antígeno-anticorpo.91 Dentre as vantagens oferecidas pelos 

MIP podem ser citadas: baixo custo; possibilidade de síntese em situações onde 

nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) existe; resistência a ambientes 

adversos, nos quais biomoléculas naturais não resistiriam como na presença de 

ácidos, bases, solventes orgânicos e altas temperaturas.92,93   

Os MIPs são sintetizados convencionalmente pelo método conhecido por 

polimerização em “bulk”, onde a reação é realizada em sistema homogêneo. O MIP 

é preparado através de uma polimerização que ocorre na presença da molécula 

molde a ser impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico é formado ao redor 

do analito, contendo grupos funcionais complementares. As reações são conduzidas 

em frascos selados contendo monômero, analito, solvente, reagente de ligação 

cruzada e iniciador radicalar. A reação ocorre na ausência de oxigênio sob fluxo de 

N2 ou Ar e induzida com aquecimento e/ou radiação UV por um período de 24h, 

onde após essa etapa, a molécula impressa também chamada de template é 

removida por dissolução, revelando sítios de ligação (cavidades) que são 

complementares em forma e tamanho do analito de interesse (Figura 17).94  

Durante o processo de impressão molecular conhecido também como pré-

polimerização, o analito interage com os monômeros funcionais através de ligações 

covalentes e não-covalentes, formando um complexo estável.95 A impressão 

molecular pode então ser classificada de acordo com o tipo de interações entre 
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monômeros funcionais e o analito alvo na mistura pré-polimerização, como (i) 

impressão covalente, (ii) impressão não-covalente e (iii) impressão semi-covalente. 
 

Figura 17 - Representação do processo de impressão molecular.94,95 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ideia de ligação covalente envolvendo template e monômero funcional foi 

introduzido por Wullf e Sarchan.96,97 Nesse trabalho o template é removido do 

polímero por clivagem das ligações covalentes. A alta estabilidade das ligações 

formadas entre template e monômeros leva a formação de uma grande quantidade 

de sítios de ligação homogêneos, minimizando a existência de sítios de ligação não 

específicos.  

Deve-se salientar que quando o template é ligado covalentemente ao 

monômero funcional, na sua posterior aplicação, espera-se que as interações sejam 

do tipo não-covalente. Esse conceito de interação não-covalente, foi introduzido por 

Arshady e Mosbach.96,97 As interações não-covalentes ocorrem entre grupos 

funcionais específicos nos monômeros polimerizáveis e o template na mistura de 

pré-polimerização. Essas interações podem ser do tipo ligações de hidrogênio, 

iônicas, interações hidrofóbicas, entre outras.98 O procedimento não-covalente é 

considerado o método de impressão molecular mais usado e tem sido aplicado a 

uma grande variedade de moléculas. Isso ocorre pelo fato que esse tipo de 

interação apresenta alta versatilidade e aplicabilidade. A tabela 3 apresenta alguns 

monômeros e o tipo de ligação geralmente realizado. 
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Dentre os vários monómeros e agentes de reticulação reportados na 

literatura, poucos foram usados na maioria dos estudos. Normalmente os 

monómeros funcionais mais usados incluem o ácido metacríclico, 2- e 4-

vinilpiridinas, ácido trifluorometilacríiclico, acrilamida e o hidroxietilmetacrilato. Os 

agentes de reticulação incluem o dimetacrilato de glicol (EGDMA), divinilbenzeno e o 

trimetilacrilato de trimetilolpropilo (TRIM). 
 
Tabela 3 - Estrutura de alguns monômeros comumente usados na síntese de MIPs e o tipo 

de ligação realizada: 

 
 Monômero Estrutura Possíveis interações 

com o analito 

  
  
   
Ácidos 
  
  
  
  
  
  
  

 
 

Ácido metacrílico 
 
 

  

OH

OCH3

CH2  

 
Interação iônica e 

ligação de hidrogênio 
 
 
 

  
 

Ácido p-vinilbenzóico 
 
 

  
CH3

O CH2 
  

 
 

Ácido acrílico 
 
 

  

OH

O

CH2  
  

  
  
Básicos 
  
   
  
  
  
  
  

 
 

4-Vinilpiridina 
 
 

  

N

CH2 

  
 
 
 
Interação iônica, ligação 

de hidrogênio e 
transferência de carga 

 
 
  
  
  

  
 
 

2-Vinilpiridina 
 
 

  
N

CH2 
  

1-Vinil imidazol 

  

NN

CH2 

Interação iônica, ligação 
de hidrogênio e 

coordenação com 
metais 
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Por outro lado, deve-se também visualizar que a eficiência na formação dos 

sítios de ligação no MIP, é altamente influenciada pela natureza química do 

template. Para isto, o template deve ser estável e inerte durante a polimerização e 

possuir grupos funcionais que possam interagir com os grupos funcionais do(s) 

monômero(s). O monômero funcional desempenha um papel importante na síntese 

do MIP, uma vez que está intimamente relacionado com a formação dos sítios de 

ligação com a molécula molde.  

È reportado na literatura que a melhor interação entre monômero e template 

ocorre quando há complementariedade, sendo o monômero com grupos funcionais 

ácidos reage com template com grupos funcionais básicos e vice-versa. Em todos os 

processos de impressão molecular a molécula molde desempenha um papel de 

importância central uma vez que direciona a organização de grupos funcionais dos 

monômeros.96-98 As interações de complementaridade entre a molécula molde, 

monômero funcional e agente de reticulação são necessárias para criar uma 

organização molecular.  

De fato, para que tudo isto ocorra deve-se escolher um solvente porogênico 

que promova a solubilização dos reagentes, permitindo que as interações entre 

template e monômero ocorram com eficiência, contribuindo assim com a formação 

de um MIP com grande porosidade. Assim, a avaliação dos grupos funcionais dos 

monômeros e do template é importante para escolha do melhor monômero para a 

síntese. Deve-se entender também que a eficiência máxima da formação da 

impressão ocorre quando a reação de polimerização é realizada usando um solvente 

apropriado de modo que a solubilidade da espécie impressa não seja comprometida. 

 A porosidade do MIP dependerá do grau de solubilidade dos reagentes, pois 

quanto mais baixa a solubilidade, poros maiores, não seletivos e com baixa área 

superficial se formarão. Já quando há alta solubilidade se formarão poros pequenos, 

do tamanho da molécula alvo, e com grande área superficial.99  

A rigidez do template nos MIPs é realizada com a utilização de um reagente 

de ligação cruzada ou agente de reticulação, sendo o mais comumente usado o 

etileno glicol dimetacrilado (EGDMA), que deve estar em excesso durante a 

polimerização, geralmente seguindo uma proporção com o template de 1:20 até 

1:200 (m/m). O agente de reticulação usado na obtenção de um MIP desempenha 

muitas funções como o controle da morfologia da matriz polimérica, estabilização 

dos locais de ligação com capacidade de reconhecimento molecular e estabilização 
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mecânica da matriz polimérica.100 Durante a síntese tem sido usada uma quantidade 

elevada de agente de reticulação, de modo que se obtenham não só materiais 

macroporosos como também materiais mecanicamente estáveis permitindo manter a 

estrutura tridimensional complementar. Consequentemente, os grupos funcionais se 

encontrarão em numa configuração ótima para a religação da molécula molde, 

permitindo ao receptor o reconhecimento do substrato original e consequentemente 

a elevada especificidade do polímero. Em regra, os polímeros apresentam graus de 

reticulação superiores a 80%.100,101 

A reação de polimerização inicia-se mediante uso de um iniciador radicalar 

sob aquecimento que pode ocorrer com uso de um banho-maria ou radiação UV, em  

ausência de oxigênio. Os iniciadores radicalares mais conhecidos são: 2,2’-azo-bis-

isobutironitrila (AIBN), azo-bis-dimetilvaleronitrila (ABDV), dimetilacetal de benzíla, 

peróxido de benzoíla (BPO) e ácido 4,4’-azo-bis-(4-ciano pentaenóico) (Figura 18). 
 

Figura 18 - Iniciadores de polimerização utilizados na síntese de MIPs: (a) 

azobisisobutironitrilo (AIBN), (b) azobisdimetilvaleronitrilo (ABDV), (c) 

dimetilacetalo de benzilo, (d) benzoilperóxido (BPO), (e) ácido 4,4´-azo (4-

cianovalérico). 

 

 

             

CH3

CH3

N

NC

N

CN

CH3

CH3

  
 

                                                                       

  

 

 

  

 

  

 

 

CH3

CH3

N

CH3

CN

N

CH3

CN
CH3

CH3

O

O

O

O

Ome

OMe O

CH3

CH3

CH3

CH3

NH NH

CH3

CH3

OH

O

(d) 

(b) 

(c) 

(a) 

(e) 



Capítulo I - Introdução / 33 

________________________________________________________________________________ 
 

 

 A polimerização do MIP envolve três passos importantes: iniciação, 

propagação e terminação. 102,103 

 

Iniciação: 
 Logo que é iniciada a formação 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 terminação, 

mesmo quando a quantidade consumida de monómero é baixa. Normalmente, o 

iniciador promove a formação dos radicais livres mantendo-se ativo durante todo o 

processo de polimerização. Muitos iniciadores, com diferentes propriedades 

químicas, podem ser usados como fonte de radicais em processos de polimerização. 

Normalmente, a sua concentração é baixa em comparação com a do monômero, por 

exemplo, 1% em relação ao número total de moles de duplas ligações 

polimerizáveis101.  

 A iniciação é realizada através da clivagem homolítica originando dois radicais 

livres ativos, seguido pelas ligações duplas no monômero que reagem com os 

elétrons desemparelhados do radical. Nesta reação, o centro ativo do radical ataca a 

ligação dupla do monômero ou do agente de reticulação, deixando um elétron 

desemparelhado, no monômero, como novo centro ativo.102,103 A ativação desta 

reação é normalmente realizada por decomposição térmica ou fotólise. Abaixo 

temos um esquema simplificado das reações realizadas nessa etapa, onde I 

representa o iniciador, R o radical ativado do iniciador, M o monômero e M o 

monômero ativado. 

 

I            2R● 

R● + M             M● 

 

 

Propagação: 
 Após a iniciação, o crescimento da cadeia polimérica ocorre em uma 

velocidade de propagação muito rápida. As cadeias do polímero aumentam 

significativamente atingindo ao final dessa etapa um elevado peso molecular.102,103 
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Terminação: 
 A terminação ocorre quando o polímero finaliza o crescimento através de 

elétrons livres de duas cadeias em crescimento que se juntam e formam uma única 

cadeia.102,103 No esquema abaixo Ca e Cb representam cadeias em crescimento 

ativas, e Cab a cadeia final após o processo de terminação. 

 

 

Ca + Cb           Cab 

  

 
1.4.2  Estudos cinéticos de MIPs 

Uma das maneiras de se avaliar os sítios de ligação do MIP é através do 

estudos cinéticos que se baseiam em um estudo de adsorção do template no MIP 

em certos intervalos de tempo. Neste método, uma quantidade fixa de MIP é 

colocada em contato com soluções em diferentes tempos de análise. Após o contato 

durante cada tempo determinado, a solução é separada do polímero por filtração. A 

seguir, a solução é usada para medir a concentração de molécula molde livre 

(remanescente), sendo determinada através de métodos analíticos de referência 

(como cromatografia líquida de alta eficiência, CLAE-UV) e por diferença é obtida a 

quantidade ligada (adsorvida) no MIP. Neste tipo de estudo é possível encontrar o 

melhor tempo de adsorção do template no polímero.  

 

1.4.2.1  Isotermas de adsorção obtidas para estudos de afinidade 
entre template e MIP  

 Isotermas de adsorção são utilizadas para determinar a quantidade máxima 

de template adsorvido na superfície de materiais adsorventes (MIP e NIP neste 

caso) a uma temperatura constante, com a finalidade de se determinar parâmetros 

associados à adsorção.  

 Existem diversos modelos matemáticos de ajuste dos dados experimentais da 

adsorção de um analito ao suporte adsorvente (isotermas), dentre eles o modelo de 

Langmuir e de Freundlich. 
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 Uma das características da isoterma de Langmuir é presumir a formação de 

uma monocamada sobre o material adsorvente e assumir uma aproximação da 

quantidade limite de adsorção (Equação 1).104,105  

 

    
     

       
                       (Equação 1) 

 

Onde: qe é a quantidade de template adsorvido no equilíbrio (mg g-1), Ce 

corresponde à concentração do template no equilíbrio (mg L-1), KL e aL são 

constantes da isoterma de Langmuir. 

 

 A Equação de Langmuir pode ainda ser representada pela forma linearizada, 

(Equação 2), a qual é usada para obtenção dos parâmetros deste modelo de 

adsorção. 

 

  

  
 

 

  
 

  

  
                                (Equação 2) 

 
 
 A isoterma de Freundlich, por sua vez, assume a existência de uma adsorção 

em multicamadas e prevê uma distribuição exponencial de vários sítios de adsorção 

com energias diferentes. É representada pela Equação 3: 104,105 

 

 
        

                        (Equação 3) 
                 
 
Onde qe é a quantidade de template adsorvido no equilíbrio (mg g-1), Ce é a concen-

tração no equilíbrio (mg L-1), KF e bF são parâmetros correspondes à isoterma de 

Freundlich. A forma linear da equação de Freundlich é dada pela Equação 4: 104,105 

 
                                    (Equação 4) 
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1.4.3  Aplicação do MIP em sistemas SPE (MISPE) 
O método de extração em fase sólida (SPE) é um método amplamente 

empregado na extração, clean up e concentração de analitos, quando os mesmos 

estão presentes em baixos níveis de concentração. Através dessa metodologia é 

possível realizar a remoção 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 extração em fase 

sólida vem se destacando, pois oferece alto grau de seletividade e estabilidade 

química e térmica quando comparados a outros materiais, como a sílica modificada 

(C18), resinas de troca iônica e imunosorventes, além de reprodutibilidade no 

preparo do polímero. A técnica recebe a designação de extração em fase sólida com 

impressão molecular (MISPE). O MISPE funciona tal qual um procedimento de SPE 

convencional, exceto pela substituição das fases estacionárias comuns pelo 

polímero impresso. Assim, ela compreende as etapas de condicionamento, 

carregamento, lavagem e eluição dos cartuchos.106  

 Inicialmente deve-se considerar que o solvente no qual as amostras serão 

percoladas não deve interferir nas interações formadas entre o polímero e o analito 

afim de que a retenção dos analitos seja a maior possível. As características do 

analito que foi usado como template são importantes para a escolha do melhor 

solvente de lavagem. Geralmente utilizam-se solventes de baixa polaridade como 

diclorometano, tolueno e clorofórmio ou solventes de alta polaridade como metanol. 

Desta forma, neste tipo de análise devem ser otimizadas as condições de pH, 

polaridade e volume de solvente, necessários para que seja feita a separação do 

template dos compostos interferentes. A eficiência desse método bem como a 

aplicabilidade desse material em diferentes matrizes dependerá de vários fatores, 

como quantidade de MIP usado, eficiência do MIP na adsorção, interação do 

template com o sítio ativo e a maneira de como é realizado a análise.  
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2   OBJETIVO 
 
Este trabalho de doutorado visa: 

 
2.1 Desenvolvimento e aplicação de sensores amperométricos a base de 

materiais carbonáceos (pasta de carbono, carbono vítreo, nanotubos de 

carbono e óxido de grafeno) e complexos de ftalocianina e porifirina 

metálicas, que são potenciais mimetizadores da enzima P450, na detecção 

sensível e seletiva de fármacos e agrotóxicos. 

 

2.2  Desenvolvimento de polímeros molecularmente impressos (MIP) seletivos a 

diuron para aplicação em sistemas de extração em fase sólida (MISPE) 

visando análise de amostras ambientais. 
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3  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
3.1   Reagentes e Soluções 

 

Todos os reagentes empregados são de grau analítico ou CLAE, segundo a 

necessidade, e todas as soluções foram preparadas com água deionizada 

(resistividade ≥ 18 M a  25 ºC) obtida de um sistema de purificação Milli-Q (Direct-

0,3). 

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

 
Tabela 4: Procedência dos reagentes utilizados nesse trabalho 

 

Soluções de estoque de concentração 1,0 x 10-3 mol L-1 de 2,4-D, diuron e 

thiram foram preparadas a partir da proporção de água deionizada e acetonitrila (4:1; 

3:1; 3:1 v/v), respectivamente. 

Soluções de diclofenaco foram preparadas a partir de uma solução de 

estoque de concentração de 1,0 x 10-2 mol L-1 em água deionizada.  

Solução de carbofurano hidrolisado (Figura 19) foi preparada dissolvendo 22 

mg de carbofurano em 5 mL de acetonitrila. Está solução foi diluída em hidróxido de 

sódio 0,05 mol L-1 até o volume de 100,0 mL e após essa etapa, a solução foi 

Reagente Procedência Reagente Procedência 

Diuron Sigma-Aldrich Acetonitrila Scquimica 

Carbofurano Sigma-Aldrich Thiram Sigma-Aldrich 

Diclofenaco Sigma-Aldrich Ácido metacrílico (MA) Sigma-Aldrich 

2,4-D Sigma-Aldrich Ácido acrílico (AA) Sigma-Aldrich 

Nanotubos de 
carbono 

Sigma-Aldrich e 
Dropsens Óxido de grafeno Sigma-Aldrich 

NaH2PO4 Scquimica AIBN (azobisbutirontrila) Sigma-Aldrich 

Metanol Scquimica Clorofórmio Scquimica 

Trimetilacrilato de 
trimetilolpropilo 

(TRIM) 
Sigma-Aldrich Etilenoglicoldimetacrilato 

(EGDMA) Sigma-Aldrich 

Complexos porfirina Sigma-Aldrich Complexos ftalocianina Sigma-Aldrich 
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aquecida a uma temperatura de 70º C em um bequer por 1 h para que ocorresse a 

hidrólise total de carbofurano a carbofurano-fenol.107 

 
Figura 19 - Reação de hidrólise de carbofurano (1) e sua oxidação eletroquímica (2).  

 

 

 

 

 

 

 

3.2  MEDIDAS ELETROQUÍMICAS 
3.2.1  Medidas amperométricas em batelada 

As medidas eletroquímicas em batelada foram realizadas em um 

potenciostato da µ-Autolab Tipo III (Figura 20), usando uma célula eletroquímica 

convencional de três eletrodos, contendo um eletrodo de referência 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 vítreo (r = 0,2 

cm). 

 
 

Figura 20 - Imagem ilustrativa do μAutolab® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O

CH3

CH3

OCONHCH3

O

CH3

CH3

OH

O

CH3

CH3

O

(1) (2) 



 Capítulo III – Procedimento Experimental / 42 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

3.2.2  Medidas em fluxo (FIA) 
 As medidas em análise por injeção em fluxo (FIA) foram realizadas em um 

potenciostato da Palmsens® usando cela eletroquímica em fluxo do tipo wall-jet, que 

contem três eletrodos acoplados: eletrodo de trabalho (EPC), um pseudo-eletrodo de 

referencia (Ag/AgCl,KClsat) e um contra-eletrodo de platina. O sistema de injeção em 

fluxo empregado neste trabalho é composto por uma bomba peristáltica digital de 

quatro canais (1); um injetor de amostra do tipo proporcional, fabricado at home em 

Teflon (2); a cela eletroquímica do tipo wall-jet como unidade de detecção (3); e um 

potenciostato Palm-Sense® da Palm Instruments BV (Figura 27). 

 Neste sistema as soluções de análise e solução tampão (carregador) foram 

bombeadas pela bomba peristáltica, através de tubos de PTFE (0,8 mm de diâmetro 

interno), para o injetor. Na Figura 21 é apresentada uma representação do sistema 

FIA. 

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

contendo três eletrodos. Bomba peristáltica (1), injetor (2), cela eletroquímica 

(3). 

 

 

 

 

 

(1) 

(2) 

(3) 
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3.2.3. Medidas amperométricas em eletrodo de disco rotatório  
 As medidas eletroquímicas com o sensor biomimético para detecção de 2,4-D 

foram conduzidas em eletrodo de disco rotatório acoplado ao µ-Autolab Tipo (III), 

utilizando as mesmas condições de análise do sistema em batelada, sendo o 

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

Figura 22 - Representação do sistema eletroquímico usando eletrodo de disco rotatório 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3  CONSTRUÇÃO DE SENSORES ELETROQUÍMICOS 
3.3.1 Preparação do eletrodo à base de pasta de carbono 
modificada 

Os sensores biomiméticos propostos foram construídos a partir da utilização 

de complexos organometálicos à base de ftalocianinas e porfirinas (Tabela 5). Estes 

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

seguida analisados eletroquimicamente para cada agrotóxico. 
 
Tabela 5 - Complexos organometálicos utilizados como modificadores biomiméticos. 

 

Complexos testados como potenciais catalisadores P450 

Ftalocianina cobre (II)  

Hexadecafluoro-29H-31H ftalocianina cobalto 

Bis(piridil)ftalocianina ferro (II)  

Cloroftalocianina ferro (III)  
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Tetraquismetoxifenilporfirina cobalto (II)  

Ftalocianina cobalto 

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

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

Ferro protoporfirina IX 

Hemina 

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

 

 As quantidades de modificadores incorporadas no eletrodo de pasta de 

carbono foram otimizadas visando melhorar o desempenho dos sensores 

eletroquímicos propostos. Deve-se enfatizar que a homogeneização dos 

modificadores ocorreu com uso de uma espátula em um pistilo e almofariz de ágata, 

e a secagem procedeu-se em temperatura ambiente por 12 horas. Após essa etapa 

foi adicionado cerca de 80 µL óleo mineral (nujol) para obtenção da pasta de 

carbono. As quantidades de modificadores utilizadas em cada estudo foram:108 

 

2,4-D: sensor biomimético foi preparado misturando 30 mg de complexo 5,10,15,20-

cloro tetraquis (pentafluorophenil)-21H,23H-porpirina ferro (III), 100 mg MWCNT, 100 

mg grafite com 1mL de 0,1 mol L-1 de solução tampão fosfato (pH 7,0).  

 

Diuron: sensor biomimético foi construído usando 30 mg de 1,4,8,11,15,18,22,25-

octabutoxi-29H,31H-ftalocianina níquel (II) em 100 mg de grafite e 1 mL de 0,1 mol 

L-1 solução tampão fosfato (pH 7,0).  

 

Carbofurano: sensor biomimético foi construído a partir de 100 mg de grafite, 0,24 

mg de óxido de grafeno,  7 mg de hemina e 1 ml de solução tampão fosfato (pH7).  

 
Carbofurano e diuron: a modificação 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 níquel (II) , 0,25 mg óxido de grafeno e 1 ml solução tampão fosfato (pH 

7) .  
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 Solução tampão fosfato foi usada na preparação da pasta de carbono a fim de 

melhorar a condutividade nas medidas eletroquímicas. 

 
Figura 23 - Construção do eletrodo de pasta de carbono. (A) Pasta de carbono modificada. 

(B) Eletrodo de trabalho utilizado. 

 

                                                               

 

 

 

 

 

 

3.3.1.1  Funcionalização dos nanotubos 
 A funcionalização dos nanotubos ocorreu em uma solução sulfonitrila 

(H2SO4/HNO3, 3:1 v/v), com agitação por 12 horas. Após essa etapa os nanotubos 

foram lavados com água deionizada até a solução apresentar pH 6,0-6,5, e 

finalmente colocados em estufa a uma temperatura de 70 ºC por 6 h para secagem 

(Figura 30). Nesse trabalho deve-se enfatizar que foram testadas várias 

metodologias de funcionalização de nanotubos, sendo o método que empregou a 

solução sulfonitrila a que mais apresentou melhor resultado em sensores 

eletroquímicos.109 

 

3.3.2  Preparação do sensor à base de carbono vítreo modificado 
A preparação do sensor biomimético para detecção de diclofenaco iniciou-se 

através da limpeza de um eletrodo de carbono vítreo que possui uma área 

geométrica de 0,13 cm2. Para a limpeza do eletrodo, a superfície de carbono vítreo 

foi polida mecanicamente com alumina, empregando uma politriz. Em seguida, o 

eletrodo foi lavado com água deionizada e colocado em aparelho de ultrassom 

durante dois minutos, para retirar os resíduos de alumina que possam ter sido 

incorporados no corpo do eletrodo.110 Feito isto, a limpeza do eletrodo foi avaliada 

em solução de K3Fe(CN)6 e K4Fe(CN)6 5,0 mmol L-1, em solução tampão fosfato 0,1 

(A) (B) 
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mol L-1 (pH 5,0), isento de oxigênio, sob borbulhamento de N2 durante 10 minutos 

em cela eletroquímica, antes da realização das medidas voltamétricas. Nesta etapa 

foi avaliada a diferença entre os potenciais de picos anódico e catódico, que foi 

sempre menor que 100 mV, o qual indicou que a limpeza do eletrodo foi satisfatória.  

A síntese 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 (II) misturados com 1 

mL de dimetilformamida (DMF) e ultrasonificado por 20 minutos.111 A seguir foi 

colocado 20 µL da solução no eletrodo de carbono vítreo e submeteu-se a secagem 

ambiente por 12 h. Na Figura 24 é mostrado a reação entre o grupo carboxila do 

nanotubo funcionalizado com um complexo organometálico. Após a secagem foi 

verificado a formação de uma película estável e resistente na superfície do eletrodo. 
 

Figura 24 -   Reação entre grupo carboxílica e complexo 29H,31H-ftalocianina 

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (II) (A), Imagem do eletrodo de carbono 

vítreo 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  Preparação do eletrodo impresso modificado com MWCNT-
COOH 

 O sensor impresso foi desenvolvido com a colaboração da Profa Dra Rosa 

Fireman Dutra da Universidade Federal de Pernambuco e foi usado para 

monitoramento de thiram. 
 A construção do eletrodo impresso com MWCNT-COOH foi realizada utilizando 

uma tinta de carbono (home-made inks) misturada a uma solução 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 

formação da película e aderência ao substrato.112 DMF foi usado neste caso para 

facilitar a dispersão dos MWCNT-COOH e para imobilização no eletrodo.  

 O pré-tratamento do sensor impresso foi realizado com o objetivo de eliminar 

resíduos de substâncias indesejaveis e promover maior estabilidade. Para isto, foi 

usado a voltametria cíclica com 15 varreduras sucessivas em solução de KCl 0,1 mol 

L-1. Em um intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl (KClsat) a 50 mV s-1. A 

eficiência deste pré-tratamento foi avaliada utilizando a solução [Fe(CN)6]3-/4- em KCl 

0,1 mol L-1.49 A Figura 25 mostra eletrodos impressos sintetizados com MWCNT-

COOH com área superficial de 0,12 cm2. 

 
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 detecção de diuron 

e 2,4 D foi avaliada a partir da análise de vários agrotóxicos utilizando a 

amperometria. As soluções de cada agrotóxico foram preparadas com água 

deionizada e acetonitrila na proporção de 4:1 (v/v) na concentração de 1,0 x 10-4 mol 
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L-1. Os agrotóxicos analisados nesse estudo foram clorpirifós, metribuzin, 

carbendazim, hexazinona, profenofós e ametrina. 

 

-Carbofurano: A seletividade do sensor foi avaliada pela análise de sete agrotóxicos 

(clorpirifós, metribuzin, carbendazim, diuron, hexazinona, profenofós, ametrina), 

além de carbofurano utilizando voltametria de onda quadrada (VOQ). Todas as 

soluções foram preparadas com uma concentração de 5,0 x 10-4 mol L-1, utilizando 

mistura de água deionizada e acetonitrila na proporção de 5:1 (v/v). 

 

-Thiram: Para o estudo de seletividade do sensor eletroquímico para monitoramento 

de thiram foi utilizado a amperometria em potencial 0,8 V vs. Ag/AgCl. Os 

agrotóxicos analisados nesse estudo foram o 2,4-D, ametrina, metribuzin e 

clorpirifós. Todos foram dissolvidos em solução água deionizada e acetonitrila na 

proporção de na proporção de 3:1 (v/v). 

 

-Diclofenaco de sódio: No estudo de seletividade do sensor para diclofenaco foi 

empregado à voltametria de onda quadrada em uma faixa de potencial de 0 a 1 V 

para análise dos fármacos secnidazol, piroxicam, ranitidina, fluconazol galena e 

efedrina cloridrato. Todos os fármacos empregados nesse estudo eram solúveis em 

água.   

  

3.3.5  Análise de amostras ambientais 
  Os sensores eletroquímicos desenvolvidos foram aplicados em amostras 

ambientais, tais como amostras de rios do Estado de São Paulo, amostras de solo 

fértil da região de Araraquara e amostras de alimentos provenientes de 

supermercados da cidade de São Carlos-SP. As amostras ambientais foram 

submetidas a estudos de recuperação e os resultados obtidos foram comparados 

com os resultados obtidos em CLAE-UV. 

 

3.3.5.1 Análise de amostras de solo 
Os sensores biomiméticos foram avaliados em amostras de solo fértil 

coletadas em três profundidades diferentes na região da cidade de Araraquara (277 

km de São 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 água 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 possíveis agrotóxicos presentes nas 

amostras. Para isto, 1 mL das amostras preparadas foram analisadas no sensor 

eletroquímico e CLAE-UV. Após ser constatada ausência de agrotóxicos ou 

possíveis interferentes, pesou-se novamente 0,5 g de amostra de solo e adicionou-

se uma concentração conhecida de agrotóxico, e completou-se com água 

deionizada até o volume de 10 ml. Após essa etapa as amostras foram submetidas à 

filtração convencional para remover substâncias insolúveis.109 Testes de 

recuperação foram conduzidas para cada amostra preparada. 

 

3.3.5.2  Análise em amostras de águas de rios 
Os sensores e os MIPs desenvolvidos foram testados em amostras de água 

de três rios através de experimentos de recuperação. Todas as amostras foram 

coletadas na região de Araraquara, no interior do Estado de São Paulo (Brasil).  

As amostras destinadas para análise em sensores eletroquímicos foram 

enriquecidas com uma concentração conhecida de agrotóxico em uma proporção de 

água de rio e acetonitrila de 4:1, v/v.  

As amostras para análise em MIP usando homegeneizador foram feitas a 

partir da adição de 2 concentrações diferentes do agrotóxico diuron utilizando uma 

mistura de solvente (fosfato/acetonitrila (1:2, v/v)) pH 7,0. 

As amostras de águas de rios destinadas a análises em extração em fase 

sólida foram preparadas a partir da adição de uma concentração de 10 ppm usando 

um proporção de solvente fosfato/acetonitrila 3:1, v/v em pH 7,0.  

O tampão fosfato foi preparado com as águas de rios e o volume de amostra 

preparado foi de 5 mL.  

 

3.3.5.3  Análise de amostras de alimentos 
Os sensores amperométricos propostos para determinação de carbofuran e 

diuron foram avaliados em amostras de cenoura e tomate (coletados dos dois 

supermercados diferentes na região de São Carlos, no interior do Estado de São 

Paulo (Brasil)). As cenouras (Daucus carota) e tomates (Styllus) foram moídas no 

liquidificador na presença de uma solução de 0,1 mol L-1 de hidróxido de sódio a 



 Capítulo III – Procedimento Experimental / 50 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

uma temperatura de 70° C durante 1 hora para hidrolisar a possível presença de 

carbofurano nos alimentos. Em seguida 20 mL de cada extrato foi centrifugada a 

uma velocidade de 3.000 rpm e uma pequena alíquota do sobrenadante foi testada 

no CLAE e no sensor biomimético afim de verificar a presença de agrotóxico. Após 

essa etapa foi recolhido cerca de 1 ml do sobrenadante de cada extrato e foi 

enriquecido com uma concentração conhecida de agrotóxico, e diluído em solução 

tampão fosfato/acetonitrila (4:1, v/v) pH 7,0 até o volume de 10 mL. A determinação 

da concentração de cada agrotóxico nos extratos foi realizada pelo método de 

adição de padrão.  

 

3.3.6  Aplicação de sensor biomimético em amostras farmacêuticas 
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 possível preparar uma concentração conhecida de 

diclofenaco. Após essa etapa as amostras farmacêuticas foram submetidas à 

filtração convencional para a retirada de substâncias insolúveis. Os resultados 

obtidos com o sensor proposto foram comparados com o método convencional de 

análise (CLAE).113 

 

3.3.7 Aplicação do sensor biomimético em amostras de soro 
biológico 
 As amostras de soro biológico foram obtidas voluntariamente de indivíduos 

aparentemente sadios através da coleta de sangue. O sangue foi submetido a um 

processo de separação usando uma centrifuga com uma rotação de 3.000 rpm. 

Após essa etapa o sobrenadante (soro biológico) foi recolhido e estocado na 

geladeira a uma temperatura de -4º C.114 A preparação da solução do soro biológico 

procedeu-se através da mistura de 1 mL do padrão diclofenaco em uma 

concentração conhecida e 1 mL de soro. A análise das amostras de soro procedeu-

se da utilização de uma alíquota de 100 µL de cada amostra para cada medida 

eletroquímica. O método de análise usado para determinação de diclofenaco em 

amostras de soro biológico foi à adição de padrão. 
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3.4  POLÍMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS 
3.4.1  Simulação computacional dos MIPs  
  Para o desenvolvimento de MIPs sensíveis e seletivos foi realizado 

inicialmente experimentos computacionais que teve como objetivo avaliar o grau de 

interação entre o monômero e o template. Desta forma, as simulações 

computacionais realizadas focaram-se na obtenção da informação que indicasse a 

maior afinidade entre o(s) analito (s) e diversos monômeros comercialmente 

disponíveis e que são comumente empregados na síntese 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 síntese dos MIPs.115 

2) OpenEye® (pacote de softwares) contendo os programas: 

a) VIDA 3.0.0: Utilizados para visualizar as moléculas modeladas para 

conferir possíveis erros de ligações entre átomos. 

b) Omega2: Gera diversos confôrmeros das moléculas, o que torna possível 

levar em consideração possíveis impedimentos espaciais. Por padrão, são 

gerados 10 confôrmeros de cada template, sendo escolhidos 3 ao acaso 

para realizar os testes simulatórios. 

c) Szybki 1.2.2: Programa que leva a molécula até seu estado de menor 

energia e, portando, mais estável. 

3) AutoIt 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 Mínima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital 

Package) 2009: Será utilizado para realizar as simulações propriamente ditas.   

Este programa faz a aproximação dos monômeros com a molécula que será 

usada como molde calculando a energia liberada, resultando assim a 

afinidade entre os mesmos. MOPAC é um utilitário que emprega química 

quântica semi-empírica para os cálculos de aproximação. 
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Foram avaliados nesse estudo 20 monômeros, os quais foram nomeados de 

MP1 a MP20 (Tabela 6). 

 
Tabela 6 - Monômeros comumente usados na síntese de MIPs e escolhidos para realizar as 

simulações computacionais. 

Sigla Monômero 

MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno MP11 Ácido metilenosuccinico 

MP2 Ácido imidazol-4-acrílico MP12 Ácido metacrílico 

MP3 Etil éster de imidazol-4-acrílico MP13 3-divinilbenzeno 

MP4 Ácido acrílico MP14 4-divinilbenzeno 

MP5 Acrilamida MP15 Estireno 

MP6 Acroleína MP16 1-vinilimidazol 

MP7 Alilamina MP17 2-vinilpiridina 

MP8 Acrilonitrila MP18 4-vinilpiridina 

MP9 Etileno glicol dimetacrilato MP19 Ácido 2-acrilamido-2-metil-1-
propano-sulfônico 

MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato MP20 2-hidroxietil metacrilato 

 

3.4.2  Caracterização dos polímeros molecularmente impressos 
 As técnicas analíticas mais importantes usadas na caracterização morfológica 

dos MIP baseiam-se na observação microscópica da superfície do polímero e na 

medição da porosidade do mesmo e na estrutura dos grupos funcionais do material 

resultante. A porosidade do polímero determina a acessibilidade dos analitos aos 

pontos de união presentes no interior da matriz polimérica, para que quanto maior 

for à porosidade, mais rápido será o processo de transferência de massa e mais 

rapidamente se alcançará o equilíbrio. As técnicas empregadas nesse estudo 

encontram-se a seguir: 

 

3.4.2.1  Microscopio eletrônico de varredura  
 A morfologia dos polímeros impressos e não impressos foram observados 

através de um microscópio eletrônico de varredura modelo JEOL JSM 7500F. As 

amostras analisadas foram recobertas com ouro e a voltagem de aceleração usada 

durante a microscopia foi de 2,0 kV. 
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3.4.2.2  Metódo BET (Bunauer-Emmett-Teller) 
O método de adsorção de BET é o procedimento mais utilizado para a 

determinação da área superficial específica total. Nesse método, o gás passa sobre 

uma amostra resfriada à temperatura do nitrogênio líquido (77K), sob pressões de 

até 2 atm e pressões relativas (P/P0) inferiores a 0,3. O N2 adsorvido fisicamente em 

cada pressão produz uma alteração na composição de saída, registrada por um 

detector de condutividade térmica, ligado a um registrador potenciométrico. Ao 

aquecer a amostra, pela perda de contato do N2 (líquido) com a célula de 

amostragem, o N2 é dessorvido. A área dos picos é proporcional à massa de 

N2 dessorvida. A partir do volume de N2 obtido no ensaio e utilizando a equação de 

BET, determina-se o volume de nitrogênio necessário para recobrir a superfície 

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 região de 4000-400 cm-1, com resolução de 4 

cm-1. Os espectros foram obtidos por transmitância, 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 proporção 

de 1:100. 

 

3.5 SÍNTESE DOS MIPS PARA DETERMINAÇÃO DE DIURON 
A primeira etapa da síntese consiste em dissolver o template em um solvente 

porogênico. Em seguida adicionou-se o monômero contendo grupos funcionais 

complementares àqueles da molécula molde, o que permitiu formar em solução o 

complexo “monômero-molécula”, por meio de interações não covalentes, entre os 

respectivos grupos funcionais complementares. Posteriormente foram adicionados 

ao meio reacional o reagente de ligação cruzada e o iniciador radicalar de 

polimerização.95-97 

As sínteses de MIP e NIP foram realizadas através da técnica de polimerização 

em bulk (solução) a qual é a mais comum. A preparação dos MIPs foi conduzida em 

frascos selados contendo o monômero previamente selecionado através das 
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simulações computacionais. O MIP sintetizado possuía as seguintes quantidades de 

reagentes: 1 x 10-4 mol L-1 de diuron (template), 6 mL solvente porogênico 

(acetonitrila), 4 x 10-4 mol de monômero, 2 x 10-3 mol reagente de ligação cruzada e 

6,1 x 10-5 mol de AIBN (iniciador radicalar).  As reações ocorreram na ausência de 

oxigênio sob fluxo de N2 por, pois retarda a reação de polimerização.116,117 O 

borbulhamento com N2 ocorreu por 10 minutos e em seguida os tubos de ensaio 

contendo os reagentes foram colocados em banho maria a uma temperatura estável 

de 60º C por um período de 24 horas (Figura 26).  

Nessa etapa é importante que a temperatura se mantenha sempre constante, 

pois a variação de temperatura pode comprometer a síntese dos MIPs, e 

consequentemente a formação dos sítios de ligação monômero:template. Após os 

primeiros minutos de aquecimento, o iniciador radicalar fornece os radicais livres 

para formação dos primeiros radicais e a partir deste momento a polimerização se 

inicia e termina com a formação de um material sólido de cor branca.  Os iniciadores 

radicalares estudados neste trabalho foram o EGDMA e TRIM. Na tabela 7 temos as 

principais sínteses realizadas nesse trabalho: 

 

Tabela 7: Sínteses realizadas para os monômeros ácido metacrílico e ácido acrílico 

utilizando diferentes agentes de reticulação. 

Nome Monômero (5 mmol) 
Agente de 
reticulação 

Solvente (6 mL) Iniciador 

P1 
MA 

EGDMA 
Clorofórmio 

AIBN 

P2 TRIM 

P3 
MA 

EGDMA 
Tolueno 

P4 TRIM 

P5 
MA 

EGDMA 
Metanol 

P6 TRIM 

P7 
MA* EGDMA 

Acetonitrila* 

P8 TRIM* 

P9 
AA 

EGDMA 
Clorofórmio 

P10 TRIM 

P11 
AA 

EGDMA 
Tolueno 

P12 TRIM 
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* Valor otimizado 
 

Por fim, os sólidos poliméricos resultantes foram moídos, peneirados e 

submetidos a varias lavagens com solvente no sistema sohxlet por um período de 96 

horas (4 dias) com uma solução de metanol e ácido acético (9:1, v/v), afim que 

ocorra a extração do analito. É importante ressaltar que a extração do template deve 

ser completa para formação dos sítios de ligação. A Figura 26 apresenta o sistema 

soxhlet empregado na lavagem dos polímeros sintetizados.  

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

nas sínteses dos polímeros (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a etapa de lavagem deve-se notar que não há excesso de reagentes 

como monômeros funcionais no polímero. Espera-se que o número de sítios de 

P13 
AA 

EGDMA 
Metanol 

P14 TRIM 

P15 
AA 

EGDMA 
Acetonitrila 

P16 TRIM 

(A) (B) 
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ligações não específicos sejam bem reduzidos, uma vez que os grupos funcionais 

que definem os sítios de reconhecimento estão teoricamente ligados ao template.  

Vale recordar que a escolha dos monômeros foi baseada de acordo com as 

simulações computacionais realizadas. Sendo que nesse estudo foram escolhidos, 

um monômero com alta (ácido metacrílico) e outro com baixa energia de ligação 

monômero-analito (ácido acrílico). 

 

3.6 Estudo da cinética de adsorção dos polímeros 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 

solução de diuron com concentração de 100 ppm, sendo as soluções preparadas 

nas proporções 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 específico em um 

homogeneizador. Os intervalos de tempo foram: 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 e 240 

minutos.118,119 Ao término deste período, alíquotas do sobrenadante foram coletadas 

e analisadas em CLAE-UV. 

 

3.7  Isotermas de adsorção 
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 

solução de diuron de concentrações entre 10 e 180 ppm, sendo as soluções 

preparadas nas proporções 1:2 (v/v) de 0,05 mol L-1 de tampão fosfato/acetonitrila 

(pH 7,0) (Figura 27). Os frascos foram lacrados e agitados durante um intervalo de 

tempo de 180 minutos. Ao término deste período, alíquotas do sobrenadante foram 

coletadas e analisadas no CLAE-UV. A quantidade de substrato que permaneceu 

livre em solução foi determinada em análise CLAE e a concentração adsorvida pelo 

MIP (concentração de substrato adsorvido/g de polímero) é determinada mediante a 

subtração da quantidade inicial de substrato na solução (Equação 5).120 

  

 

Cppm adsorvido pelo polímero = Cppm Total – Cppm CLAE    (Equação 5) 
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Figura 27 – Homogeneizador utilizado nos ensaios de religação de MIP/template 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8  Teste de seletividade de MIPs 
 A seletividade do MIP foi avaliada quando misturados em 0,05 mol L-1 tampão 

fosfato e acetonitrila (pH 7,0)  em proporção (1:2, v/v) com outros agrotóxicos. As 

moléculas utilizadas nesse estudo foram o carbofurano e o 2,4-D e as 

concentrações usadas nesta análise foram de 25, 50, 75 e 100 ppm.121  

 Pesou-se 30 mg de MIP e NIP em frascos de 10 mL de capacidade e 

transferiu-se o volume preparado contendo as concentrações de cada analito e 

submeteu-se a agitação magnética por 180 minutos. Após essa etapa, passaram-se 

as soluções em filtros de 0,45 µm, separando MIP e NIP, e através do CLAE-UV 

determinou-se a concentração de cada analito.  

            

3.9  Análise em extração em fase sólida usando MIP (MISPE) 

 Os testes de pré-concentração 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 extração em fase sólida. (A) Cartuchos de MISPE; (B) MIP e (C) 

Sistema de pré-concentração automatizado dom manifold e bomba á vácuo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inicialmente foi realizada a preparação da coluna (MISPE) através da 

passagem de 25 ml de água e 25 mL de acetonitrila/água deionizada (1).  Os 

solventes eluídos foram armazenados para análise em CLAE. Um volume de 100 

mL da solução contendo 10 ppm  de diuron preparado em 0,05 mol L-1 de tampão 

fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0  foi percolada a uma vazão de 1 ml min-1 em 

cada cartucho C18 contendo o polímero a fim de avaliar a capacidade de retenção 

do analito neste tipo de sistema (2-3). Após passar pelo MISPE, a solução de 

amostra foi coletada para análise para verificar quanto de analito não havia sido 

retido (4). Posteriormente foi passada, à mesma velocidade, 10 mL de acetonitrila 

para eluição do analito e posterior quantificação no CLAE (5-6). O uso de metanol ao 

invés de acetonitrila nessa última etapa não promoveu diferenças significativas na 

extração do template. Nessas análises foi acoplada uma bomba a vácuo para 

controlar o volume de amostra extraído do cartucho/minuto, conforme a Figura 29. 
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Figura 29 - Etapa de SPE usada neste trabalho  

 

 

 

3.10  ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS (CLAE) 

Foi empregado um cromatógrafo Shimadzu modelo 20A, com detector 

UV/Visível SPD-20A, mostrador automático SIL–20A e degaseificador DGU–20A5, 

acoplado a um microcomputador (Figura 30). A fase estacionária 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 à filtração com filtros de 0,45 

µm conectados a uma seringa. 

 

As condições cromatográficas usadas para cada analito encontram-se na 

Tabela 8: 
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Tabela 8: Condições cromatográficas de cada analito.112,122-123 

Analito Fase móvel 
Proporção de 
solvente (v/v) 

Comprimento 
de onda (nm) 

Tempo de 
retenção (min) 

2,4-D ACN/H2O 75:25 225 3,8 

Carbofurano ACN/H2O 50:50 254 4,3 

Diuron ACN/H2O 75:25 225 4,8 

Diclofenaco ACN/H2O/HF 63:34,5:0,5 225 5,2 

 
 

Figura 30 - Cromatógrafo empregado neste trabalho (CLAE) 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÕES: 
4.1  SENSOR BIOMIMÉTICO PARA DETECÇÃO DE 2,4-D 
4.1.1 Caracterização eletroquímica de 2,4-D por voltametria cíclica 
em eletrodo de pasta de carbono modificado com cloro 21H,23H-
ftalocianina 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil) ferro (III) 

  Experimentos de voltametria cíclica 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-1. Na Figura 31a é mostrado o voltamograma cíclico correspondente ao 

eletrólito de suporte. Observa-se que há ausência de picos de oxidação (ipa) e de 

redução (ipc) que poderiam ser referentes ao complexo organometálico utilizado, 

entretanto estes não foram observados. A curva 31b apresenta o voltamograma 

cíclico do eletrólito na presença de 2,4-D na concentração de 3,9 x 10-4 mol L-1, 

promovendo uma acentuada variação da corrente catódica a partir de 50 mV vs 

Ag/AgCl (KClSat), caracterizando a redução eletroquímica do 2,4-D na superfície do 

sensor.  

Figura 31 - Voltamograma cíclico do sensor biomimético (A) do eletrólito e (B) presença de 

3,8 x 10-4 mol L-1 de 2,4-D. Eletrólito: Tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 6,0),  = 50 

mV s-1. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  

Adicionalmente, como não se observou nenhuma variação de corrente anódica, 

o sistema foi classificado como irreversível. Por outro lado, cabe ressaltar, que a 
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ausência de pico catódico impossibilita realizar análises quantitativas usando 

técnicas como voltametria cíclica e voltametria de onda quadrada. Todavia a 

voltametria cíclica foi útil para verificar o comportamento eletroquímico do 2,4-D na 

presença do complexo cloro-21H,23H-ftalocianina 5,10,15,20-Tetraquis(pentafluoro-

fenil) ferro (III).  
Após ter sido verificada a resposta eletroquímica do sensor para 2,4-D, 

procurou-se aperfeiçoar as condições de análise, visando obter o melhor rendimento 

nas análises eletroquímicas quantitativas. Estas informações foram obtidas usando a 

amperometria. Essa técnica foi escolhida como técnica eletroquímica para 

quantificação de 2,4-D, uma vez que ela não depende diretamente do pico redox (ipa 

ou ipc).  

  A otimização dos parâmetros analíticos usando amperometria foram 

respectivamente, potencial aplicado, pH, tipo de solução tampão, concentração de 

solução tampão e quantidade de complexo na preparação da pasta. A escolha do 

melhor parâmetro analítico foi realizada através do maior valor de sensibilidade 

obtido em curvas analíticas obtidas em amperometria. Na Figura 32 é mostrado um 

estudo da resposta do sensor em função 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 eletroquímica em amperometria da quantidade de complexo 

incorporado no eletrodo de pasta de carbono. Condições: Solução fosfato 0,1 

mol L-1 (pH 6,0), Eapl = 100 mV. 
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Todos os parâmetros analíticos otimizados com o sensor biomimético à base 

de pasta de carbono sem MWCNT obtidos pelo método amperométrico, encontram-

se indicados na Tabela 9. 

 

Tabela 9: Parâmetros otimizados* para a resposta do sensor biomimético sem MWCNT. 

  

 Adicionalmente, visando avaliar a influência de nanotubo de carbono na 

detectabilidade do sensor proposto, foram realizados neste trabalho, estudos do 

efeito do uso de nanotubos de carbono de parede múltipla não funcionalizado (A1 a 

A5) e funcionalizado (A6) na preparação do sensor biomimético. Conforme mostra a 

Figura 33, verifica-se que a pasta preparada com 9% de MWCNT não 

funcionalizado, não apresentou efeito na resposta do sensor. Com o aumento da 

percentagem de nanotubos na composição 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 103 µA L mol-1 com A1 para 1,8 x 104 

µA Lmol-1 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 

analíticas, obtidos com os sensores biomiméticos A1 (A) e A6 (B), mostrando o 

aumento da sensibilidade, que foi favorecida pela presença dos nanotubo de 

carbono funcionalizados na pasta de carbono modificada. 

 

Parâmetros Avaliados 

Quantidade de complexo 

usado em 100 mg grafite 
13 23* 31 37,5 --- --- 

pH 6,0* 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 

Solução tampão Acetato Fosfato* TRIZMA Pipes TRIS BR 

Fosfato / mol L-1 0,01 0,025 0,05 0,075 0,1* 0,15 

Potential vs Ag/AgCl / mV -300 -200 -150 -100* 100 150 



Capítulo IV – Resultados e Discussões / 65 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

110 120 130 140 150 160 170

-2,1x10
-5

-1,8x10
-5

-1,5x10
-5

-1,2x10
-5

-9,0x10
-6

 

 

4,95 x 10
-5
 mol L

-1

B

i 
/ 
A

Tempo / s

A

Figura 33 - Estudo de resposta analítica para o sensor biomimético utilizando várias 

proporções grafite/nanotubo não-funcionalizado (m/m) (A1-A5), e nanotubo 

funcionalizado (A6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 34 - Perfil amperométrico do sensor à base de EPC modificado com complexo cloro-

21H,23-ftalocianina-5,10,15,20-tetraquis (pentafluorofenil) ferro (III) na ausência 

(A) e presença de nanotubos de carbono de parede múltipla funcionalizados (B). 

Medidas realizadas em solução tampão fosfato pH 6,0 e Eapl = -100mV. 
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Figura 35 - Perfil das curvas analíticas para detecção do herbicida 2,4-D obtidas com os 

dados apresentados na Figura 45. (A) Na ausência e (B) na presença de 

nanotubos de carbono de parede múltipla funcionalizados com grupos 

carboxílicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim, este sensor nas condições otimizadas apresentou uma composição de 

complexo e nanotubos funcionalizados respectivamente de 23% e 50% (m/m) na 

pasta de carbono. A Figura 36 mostra a curva analítica obtida sob as condições 

otimizadas de preparação e análise. Nestas condições o sensor mostrou uma faixa 

linear de resposta entre 9,9 x 10-6 e 1,4 x 10-4 mol L-1, uma sensibilidade de 1,8 x 104 

(± 429) µA mol L-1 e limites de detecção e quantificação de 2,1 x 10-6 e 6,8 x 10-6 mol 

L-1, respectivamente.124  A repetibilidade nas medidas e construção de sensores, em 

termos de RSD (desvio padrão relativo) foi de 5,6% e 7,3%, respectivamente. 
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Figura 36 - Curva analítica obtida usando o sensor proposto modificado com 23% complexo 

e 50% de MWCNT, sob condições otimizadas e seu respectivo amperograma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

4.1.2 Avaliação das características biomiméticas do sensor 

 O caráter biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este 

sensor deveria apresentar características similares à de um biossensor enzimático, 

uma vez que o complexo usado apresenta uma estrutura química análoga à do sitio 

ativo da P450. Assim, isto foi avaliado através do perfil de resposta obtido com a 

amperometria. Comparando-se com um sistema enzimático, onde o mecanismo é 

catalisado pelo composto biológico, inicialmente o sinal de corrente aumenta 

linearmente com a concentração do substrato (2,4-D), até um dado valor, onde a 

partir dessa concentração o sinal de corrente alcança um valor máximo, obtendo-se 

assim um perfil hiperbólico, que sugere que o complexo utilizado no sensor proposto 

segue uma cinética pseudo-Michaelis-Menten (Figura 37, gráfico inserido).125,126  
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Figura 37 -  Gráfico do duplo recíproco obtido com o sensor biomimético. 
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 Esse gráfico foi linearizado obtendo-se o gráfico de Lineweaver-Burk ou 

gráfico do duplo recíproco (Figura 37) do qual se pode determinar a constante 

aparente de Michaelis-Menten ( app

MMK ). O valor encontrado foi de 2,3 x 10-4 mol L-1, 

cujo valor indica um bom grau de afinidade entre o complexo cloro-21H,23H-

ftalocianina 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil) ferro (III) e o analito, 2,4-D. O valor 

de app

MMK  obtido encontra-se dentro dos intervalos de app

MMK  obtidos para a enzima 

P450 (CYP 2C9), que foi entre 10-4 a 10-6 mol L-1.127,128  Na literatura foi encontrado 

que a CYP 2C9 é responsável pela metabolização de agrotóxicos, não sendo 

reportados ainda estudos que apresentem valores de app

MMK  entre a CYP 2C9 com 

2,4-D. 

 

4.1.3 Seletividade 

  A seletividade do sensor biomimético foi confirmada a partir da avaliação da 

resposta do sensor através da amperometria em potencial -100 mV vs. Ag/AgCl. Os 

agrotóxicos analisados nesse estudo foram: clorpirifós, metribuzin, carbendazim, 

carbofurano, diuron, hexazinona, profenofós, ametrina, thiram e 2,4-D. Os resultados 

obtidos na Figura 38 mostram que somente o 2,4-D apresentou sinal analítico nas 
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condições otimizadas. Isso demonstra o caráter altamente seletivo do sensor, o que 

era esperar para um sensor biomimético. A concentração utilizada nesta análise com 

cada agrotóxico foi de 1,0 x 10-4 mol L-1. 
 

Figura 38 - Estudo de seletividade com diversos agrotóxicos em amperometria. Medidas 

realizadas em tampão fosfato em pH 6,0 e acetonitrila (4:1 v/v), Eapl = -100 mV vs 

Ag/AgCl.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

4.1.4 Análise 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 análises foram obtidos empregando a 

amperometria (Tabela 10) que mostraram uma recuperação de 2,4-D próximo a 

100%, que evidencia ausência de efeito de matriz nesse tipo de amostra. Pode-se 

notar que os resultados apresentaram boa repetibilidade (experimentos realizados 

em triplicatas), com RSD abaixo de 4%. Verificou-se que dentre as análises 

realizadas, um simples polimento do eletrodo de pasta de carbono era suficiente 

para a renovação da superfície.  
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Tabela 10 - Valores de recuperação encontrados com o sensor biomimético modificado com 

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

 

Amostras de 
solo/profundidade (cm) 

[2,4-D] / mol L-1 Recuperação 
(%) Adicionado Encontrado (%RSD) 

0-10 5,0 x 10-5 4,70 x 10-5 (3,1) 94 

10-20 5,0 x 10-5 4,75 x 10-5 (3,7) 95 

20-40 5,0 x 10-5 4,90 x 10-5 (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 variações na sensibilidade em estudos intradia em relação à interdias. O tempo de 

vida do eletrodo foi avaliado por um período de 10 dias em uso contínuo, sendo feito média 

das sensibilidades de 3 curvas analíticas obtidas a cada dia. O valor de RSD encontrado foi 

de 5,5% indicando a alta confiabilidade do sensor na análise de 2,4-D. Adicionalmente foi 

realizado estudo operacional apresentando aproximadamente 8 determinações por cada 

porção de modificador adicionado no EPC. Lembrando que em EPC pode-se renovar a 

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

 
Tabela 11: Estudo de repetibilidade do sensor biomimético 

Parâmetro (unidade) Resposta 

Reprodutibilidade intradia (RSD, n=5 sensibilidades de 

curvas analíticas). 
3,5% 

Reprodutibilidade interdia (RSD, n=5 sensibilidades de 

curvas analíticas). 
4,1% 

Tempo de vida (uso contínuo) (RSD%) 10 dias (5,5) 
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4.1.6 Estudo eletroquímico de sensor biomimético em eletrodo de 
disco rotatório para detecção do ácido diclorofenóxiacético (2,4-D)  
 Baseando-se nos resultados obtidos com o 2,4-D em sistema batelada foram 

realizadas análises adicionais em eletrodo de disco rotatório de dimensão 3 mm de 

diâmetro e 3 mm de profundidade. As análises foram conduzidas em amperometria 

nas mesmas condições de análise do sensor biomimético em batelada (potencial -

100 mV vs Ag/AgCl, solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 6).  Pode-se notar na 

Figura 39 que a utilização do sistema hidrodinâmico possibilitou melhora na resposta 

do sensor, aumentando a sensibilidade do sensor biomimético, quando comparado 

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

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

rotatório (RDE) obtidas a partir de adições sucessivas de [2,4-D] = 4,95 x 10-5 

mol L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Também foi possível observar que em meio de nitrogênio a resposta 

eletroquímica praticamente ficou constante, quando analisado os valores de 

sensibilidades das curvas analíticas que foram obtidas a partir de amperogramas. 

Na Figura 40 temos os valores de sensibilidade em meio de oxigênio foi 1,1 x 104 e 

de nitrogênio foi de 9,1 x 103 µALmol-1. Comparando-se as sensibilidades podemos 

dizer que o oxigênio que se encontra dissolvido no eletrólito não apresenta efeito tão 

300 350 400

-24

-18

-12

-6

0

6

0,0 2,0x10
-4

4,0x10
-4

6,0x10
-4

0

4

8

12
R = 0,9992

 

 


i /

 
A

[2,4-D] / mol L
-1

i = 2,7x10
4
[2,4-D] - 0,39

 

 

i 
/ 

A

Tempo / s



Capítulo IV – Resultados e Discussões / 72 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

significativo na resposta eletroquímica do 2,4-D. É observado o aumento da 

sensibilidade devido ao efeito do sistema hidrodinâmico. Isso ocorre devido à 

contribuição do transporte de massa que ocorre por difusão e convecção, sendo que 

essa última apresenta um maior efeito de transporte. Nesse caso, o analito que se 

encontra em solução atingirá a superfície do eletrodo mais efetivamente que no 

sistema estático na qual o transporte de massa é realizado por difusão. No estudo 

de velocidade de rotação do eletrodo de trabalho foram avaliados 100, 125, 150, 200 

rpm, sendo 100 rpm o melhor intervalo encontrado na qual se conseguia 

amperogramas mais estáveis e reprodutíveis. 

 
Figura 40 - Perfil da curva analítica em sistemas batelada e hidrodinâmico na ausência e 

presença de O2 e suas respectivas sensibilidades (µALmol-1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Deve-se enfatizar que o eletrodo utilizado nessa etapa é 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 comparação, análise com o eletrodo em modo estático 

e em rotação de 100 rpm que foi a condição otimizada.  

 Na figura 41 são mostradas imagens de FEG-SEM dos modificadores 

usados na construção 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 presença de grupos carboxílicos que foram inseridos durante a 

funcionalização. O diâmetro dos MWCNT foi medido, sendo obtido para os MWCNT 

não funcionalizados aproximadamente 24,7 nm e para os MWCNT-COOH 

aproximadamente 16 nm. A funcionalização 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 

diâmetro. 

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

Grafite, (B) Amostra contendo grafite e complexo (cloro 5,10,15,20-

Tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina de ferro (III)), (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 (III). Dessa imagem, uma região foi selecionada para análise química 

através da espectroscopia dispersiva de raios-X (EDX) a fim de verificar a presença 

do complexo. Analisando o EDX pode-se verificar a presença dos átomos de flúor 

(F), cloro (Cl) e ferro (Fe) que constituem a estrutura química do complexo. Devemos 

enfatizar que na pasta de carbono não ocorre à interação química entre o complexo 

e o nanotubo, pois se encontram em forma de partícula sólida na pasta de carbono.  
 
Figura 42 - Imagem em MEV do complexo cloro 5,10,15,20-Tetraquis (pentafluorofenil)-

21H,23H-porfirina de ferro (III) (A) e seu EDX (B). Condições do MEV: 

Aceleração de voltage: 7.0 kV, magnificação: 105.  

 

(A) 
 

 

  

 

 

 

 
 
 
 
(B)  
 
 
 
 
 
 
 
 

O tratamento químico foi realizado em meio oxidante através de uma solução 

sulfonitrila (3H2SO4:1HNO3) que funcionaliza a superfície do carbono com o 
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ancoramento de grupos funcionais como hidroxila (-OH), carboxila (-COOH) e 

carbonila (-C=O).129 

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 absorção cobrindo a região entre 

4000 - 400 cm-1.130 O pico de 3450 cm-1 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-1 corresponde respectivamente à 

banda de estiramento C-OH e -C=O dos ácidos carboxílicos presente nas 

extremidades do nanotubos de carbono. 

 
Figura 43 - Análise de MWCNT e MWCNT-COOH em FTIR  
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4.2  SENSOR BIOMIMÉTICO PARA DETECÇÃO DE DIURON 
4.2.1 Caracterização e otimização eletroquímica do diuron em 
eletrodo de pasta de carbono modificada com 29H,31H-ftalocianina-
1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi níquel  (II) 

 
   A caracterização eletroquímica do sensor biomimético foi realizada usando 

voltametria cíclica em uma faixa de potencial de -0,25 a 1 V. A Figura 44 apresenta 

um voltamograma cíclico do eletrólito (A), e em (B) o eletrólito na presença de diuron 

na concentração de 4,5 x 10-4 mol L-1. Pode-se notar que nesse intervalo de 

potencial estudado, o diuron apresenta uma corrente de pico anódica (ipa) 

caracterizando uma oxidação eletroquímica em potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl 

(KClsat). O perfil do voltamograma cíclico sugere que o sistema seja irreversível, 

caracterizando um sistema eletrocatalítico.131,132  

 
Figura 44 - Voltamogramas cíclicos para sensor à base de pasta de carbono modificada 

com 29H,31H-ftalocianina-1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi níquel (II) (NiOPc). 

Na ausência e presença de diuron. Eletrólito: Fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0),  = 

20 mV s-1. 
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Após verificar o aumento irreversível da corrente de oxidação de diuron no 

sensor proposto, a seguir, iniciaram-se as medidas amperométricas em potencial de 

750 mV vs. Ag/AgCl, afim de verificar a influência do complexo na preparação da 

pasta de carbono. As respectivas curvas analíticas que foram obtidas estão 

representadas na Figura 45.  

 

Figura 45 - Resposta analítica (i vs [Diuron]) para eletrodo de pasta de carbono não 

modificada (A) e modificada (B). Medidas realizadas na amperometria em tampão fosfato pH 

8,0, potencial aplicado de 750mV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

É 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 relação 

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

parâmetros otimizados pode ser encontrado na Tabela 12.  

 
 Tabela 12 - Parâmetros otimizados e características do sensor biomimético para diuron. 

Parâmetros Avaliados 

Quantidade de complexo / 

% (m/m) 
13 23 31* 37,5 --- --- 

pH 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0* 8,5 

3,0x10
-5

6,0x10
-5

9,0x10
-5

0,0

0,6

1,2

1,8

[Diuron] mol L
-1


i 
/ 

A

(B)

(A)

 

 



Capítulo IV – Resultados e Discussões / 78 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

 
 

O sensor proposto apresentou nas condições otimizadas uma resposta linear 

para diuron entre 9,9 x 10-6 e 1,5 x10-4 mol L-1 (Figura 46), uma sensibilidade de 2,3 

x 104 (± 3x102) µA mol L-1 e limites de detecção e quantificação de 3,1 x 10-6 e 9,3 x 

10-6 mol L-1, respectivamente.124  
 
 
Figura 46 - Curva analítica obtida para diuron em condições otimizadas (inserido) e 

amperograma típico obtido com o sensor biomimético. Medidas realizadas em 

fosfato 0,1 mol de L-1 (pH 8,0).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2   Proposta de Mecanismo de resposta do sensor proposto 
  O mecanismo proposto da reação eletroquímica do diuron com o complexo 

NiOPc iniciar-se-ia pela oxidação do complexo de níquel (etapa 1). A seguir, na 
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presença de diuron ocorre a reação redox entre o diuron e o complexo níquel (III) 

reduzindo-se para níquel (II) e simultaneamente oxidando o diuron (etapa 2), 

caracterizando um sistema eletroquímico do tipo EC (Figura 47). Assim, a corrente 

observada corresponderia à regeneração do complexo níquel (II) para complexo 

níquel (III) que foi oxidado na presença de diuron. 

 
2 Ni2+ → 2Ni3+  + 2e-     (etapa 1) 
2 Ni3++ 2diuronred → 2 Ni2+  + diuronox   (etapa 2) 

 

Figura 47 - Proposta de mecanismo de reação do diuron e o modificador biomimético.132 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4.2.3  Verificação do caráter biomimético do sensor 
 

  O sensor biomimético proposto foi avaliado em concentrações acima da 

região de resposta linear, obtendo-se um perfil hiperbólico, que é característico de 

biossensores enzimáticos e sensores biomiméticos.125,126 Para estimar a constante 

aparente de Michaelis-Menten (
app

MMK ), construiu-se o gráfico de duplo-reciproco 

(Figura 48), cujo valor foi 4,0 x 10-3 mol L-1. Esse valor encontra-se de acordo com o 

esperado para biossensores e sensores biomiméticos (10-6 a 10-3 mol L-1).127,128 Esse 

2Ni2+2Ni3+

Eapp

2e-
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valor 
app

MMK
 indica a forte afinidade do analito com a fase sensora, representado pelo 

complexo NiOPc. 

 
Figura 48 - Gráfico do Duplo recíproco obtido a partir do sensor à base de NiOPc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

A seletividade do sensor proposto foi avaliada a partir da resposta do sensor 

na presença de 10 agrotóxicos (2,4-D, carbofurano, thiram, clorpirifós, diuron, 

metribuzin, hexazinona, ametrina, profenofós e carbendazim) em amperometria. A 

avaliação da resposta eletroquímica procedeu-se através de adições sucessivas dos 

analitos e eletrolíto de 1-10 dos quais apenas o diuron apresentou resposta 

eletroquímica mensurável em potencial de 750 mV vs Ag/AgCl (Figura 49). 

Verificou-se também em soluções contendo esses agrotóxicos que foi 

possível construir a curva analítica e quando comparado com a resposta com a 

curva analítica na ausência desses possíveis interferentes, a queda na resposta 

eletroquímica foi aproximadamente de 4%. Isso demostra que o sensor é altamente 

promissor, robusto e estavél em medidas eletroquímicas.  
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Figura 49 - Estudo de seletividade com diversos agrotóxicos em amperometria. 

Medidas realizadas em tampão fosfato em pH 6,0 e acetonitrila (4:1 

v/v), potencial aplicado de 750 mV vs. Ag/AgCl. [Agrotóxicos] = 1,0 x 

10-4 mol L-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.2.4  Análise em amostras ambientais 

Os resultados encontrados na recuperação de diuron em amostras de águas 

de rios e em solo a diferentes profundidades, podem ser vistos na Tabela 13. Os 

testes de recuperação foram realizados em triplicada e os resultados obtidos foram 

aproximadamente próximos a concentração adicionada, evidenciando que nesses 

meios analisados praticamente não ocorreu efeito de matriz. A aplicação com 

sucesso do sensor proposto permite estender a aplicabilidade sensível e seletiva do 

dispositivo para outros tipos de amostras. Deve-se enfatizar que o RSD obtido nas 

medidas eletroquímica foi relativamente baixo, demonstrando a repetibilidade e 

principalmente a confiabilidade do sensor eletroquímico desenvolvido. 
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Tabela 13 - Dados obtidos na recuperação de diuron em amostras águas de rios com o 

sensor biomimético. 

Amostras  [Diuron] / mol L-1 
 

Recuperação / % 
Adicionado Encontrado (RSD%)  

Jacaré-Guaçu 5,0 x 10-5 4,7 x 10-5 (3,6) 94 

Jacaré-Pepira 5,0 x 10-5 5,2 x 10-5 (2,9) 104 

Chibarro 5,0 x 10-5 5,0 x 10-5 (2,6) 101 

Solo (0-10cm) 5,0 x 10-5 4,8 x 10-5 (2,5) 95 

Solo (10-20cm) 5,0 x 10-5 5,3 x 10-5 (3,1) 105 

Solo (20-40 cm) 5,0 x 10-5 5,3 x 10-5 (4,1) 106 
n = 3 

 

4.2.5  Aplicação de sensor biomimético para detecção 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 avaliação dos 

amperogramas obtidos, visualizou-se que o sinal eletroquímico do padrão e da 

amostra de tomate fortificada com diuron na concentração 5,0 x 10-5 mol L-1, 

apresentou uma taxa de recuperação próxima a 100%, evidenciando que no meio 

analisado não 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 determinação de diuron nesse tipo de matriz 

(Tabela 14).  

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

fortificadas. 

Amostras 
de Tomate 

[Diuron] adicionado / 
mol L-1 

[Diuron] encontrado 
/ mol L-1 CLAE / mol L-1 

nº 1 5,0x10-5 4,94x10-5 (±4,5) 5,0x10-5 (±0,5) 

nº 2 5,0x10-5 5,12x10-5 (±3,3) 5,1x10-5 (±0,8) 

nº 3 5,0x10-5 4,71x10-5 (±2,0) 4,82x10-5 (±0,3) 
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR BIOMIMÉTICO PARA 
DETECÇÃO DE CARBOFURANO 

Os estudos eletroquímicos para o desenvolvimento de um sensor biomimético 

para detecção de carbofurano foram realizados com o complexo hemina e óxido de 

grafeno. Na Figura 50A é apresentado um voltamograma cíclico para o sensor não 

modificado e modificado com hemina em um intervalo de potencial entre -0,2 a 0,8 

V. Constatou-se que a resposta eletroquímica do eletrodo não modificado não 

apresentou corrente de pico (ipa), e sim uma variação da corrente de oxidação. Mas 

quando avaliado o voltamograma cíclico do sensor bomimético, uma corrente de 

pico em potencial de 550 mV foi visualizada. Essa resposta eletroquímica deve-se a 

reação acoplada de hemina e carbofurano o qual promoveu a oxidação 

eletroquímica do carbofurano na superfície do eletrodo. A ausência da corrente 

catódica na faixa de potencial estudada mostra que esse sistema é do tipo 

irreversível.  

 
Figura 50 - Voltamograma cíclico do sensor não modificado e modificado com hemina (A), 

modificado com hemina e hemina e óxido de grafeno (B). Condições de análise: 

[carbofurano] = 1x10-4 mol L-1, Tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0),  = 50 mVs-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 50B é feito uma comparação entre as curvas voltametricas do sensor 

biomimético e sensor biomimético modificado com oxido de grafeno. Pode ser visto 

claramente no sensor biomimético modificado com óxido de grafeno o aparecimento 

de dois picos redox, sendo uma corrente de pico anódica em 0,25 V e uma corrente 

de pico catódica em 0,1 V, correspondendo à oxidação e redução do ferro 
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pertencente à hemina. Pode-se notar claramente que o uso de óxido de grafeno 

aumentou a resposta eletroquímica do sensor biomimético. Experimentos com 

eletrodo modificado somente com óxido de grafeno também foram realizados, não 

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 eletrocatálise e que quando 

incorporado na pasta de carbono, o óxido de grafeno contribuiu com o aumento do 

sinal analítico.   

 

O estudo de velocidade de varredura com o sensor proposto foi realizado 

entre 10-400 mVs-1 e foi verificado a presença de dois picos anódicos em 0,25 e 0,55 

V e uma corrente catódica em 0,15 V (Figura 51). Conforme a velocidade de 

varredura foi aumentada a corrente de pico anódico e catódico também aumentou. O 

gráfico 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 eletrolítico para a superfície do sensor é controlada por 

difusão.133,134 

 
Figura 51 - Variação da corrente de pico anódica com a velocidade e varredura (A) e gráfico 

de ipa1 vs v1/2 (B). Condições de análise: [carbofurano] = 5x10-4 mol L-1, Fosfato 0,1 mol L-1 

(pH 7,0). 
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4.3.1  Influência do pH na voltametria de onda quadrada (VOQ) 
 O intervalo de pH analisado na cela eletroquímica foi entre 5 a 8 e a técnica 

eletroquímica usada foi a voltametria de onda quadrada (VOQ). A partir da Figura 52 

foi constatado que em pH ácidos a resposta eletroquímica é menor devido a 

protonação do carbofurano. Quando analisado o  pH 7,0 foi encontrado o maior sinal 

de corrente de pico (ipa), sendo então escolhido para as análises eletroquímicas.  
 
Figura 52 - Estudo em VOQ do pH realizado com o sensor proposto. Medidas realizadas em 

0,1 mol L-1 de tampão fosfato (pH 7,0), f = 10 Hz, A = 100 mV, ΔEs = 4 mV, Eacc = 0 V e tacc = 

50 s, [carbofurano] = 1,0 x 10-4mol L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Tabela 15 - Parâmetros otimizados do sensor biomimetico proposto 

Quantidade de complexo na 

pasta/ % (m/m) 
7* 9 13 23 

Quantidade de óxido de 

grafeno na pasta / % (m/m) 
0,02 0,04 0,11* 0,15 

pH 6,0 6,5 7,0* 7,5 

Tampão Fosfato* BR TRIS TRISMAN 

Fosfato / mol L-1 0,01 0,05 0,075 0,1* 

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

 Figura 53 mostra a resposta eletroquímica em voltametria de onda quadrada 

através do uso de modificadores na superfície do eletrodo. É visualizado a corrente 

de pico anódico do carbofurano em eletrodo não modificado na ausência (A) e 

presença (B) de carbofurano, sensor modificado com hemina (C) e sensor 

modificado com hemina e óxido de grafeno (D). A modificação do eletrodo promoveu 

o aumento da resposta eletroquímica, contribuindo com a melhora da sensibilidade e 

seletividade do sensor biomimético.  

 
Figura 53 - Estudo da resposta eletroquímica em voltametria de onda quadrada (VOQ) do 

eletrodo não modificado, na ausência (A) e na presença (B) de carbofurano, 

sensor biomimético (C) e do sensor biomimético modificado com óxido de 

grafeno (D) na presença de carbofurano. Condições de análise: f = 10 Hz, a = 

100 mV, E = 4 mV, EACC = 0 V e TACC = 50 s em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 

7,0) [carbofurano] = 10-4 mol L-1. 
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4.3.3 Análise em voltametria de onda quadrada e pulso diferencial 
Os picos de corrente obtidos em voltametria de onda quadrada foram 

quantificados a partir de adições sucessivas de carbofurano na concentração de 2,0 
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x 10-5 mol L-1. O potencial de análise escolhido para as análises foi em 110 mV vs 

Ag/AgCl por apresentar elevada reprodutibilidade e estabilidade.  

 
Figura 54 - Perfil da VOQ nas condições otimizadas obtido a partir de adições sucessivas 

de carbofurano na concentração de 5,0 x10-6 mol L-1 (A) e sua curva analítica 

(B). Medidas realizadas em 0,1 mol L-1 de tampão fosfato (pH 7,0), f = 10 Hz, A 

= 100 mV, ΔEs = 4 mV, Eacc = 0 V and tacc = 50 s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O sensor apresentou uma resposta linear para o carbofurano entre 5,0 x 10-6 - 

1,1 x 10-4 mol L-1 (Figura 54), uma sensibilidade de 1,1 x 105 µA mol L-1 e limites de 

detecção e quantificação de 1,5 x 10-6 e 4,5 x 10-6 mol L-1, respectivamente.124 

 Adicionalmente foram realizados estudos em voltametria de pulso diferencial 

(DPV) utilizando em princípio as mesmas condições experimentais da voltametria de 

onda quadrada (VOQ). Foi visualizado que a faixa linear de resposta usada em DPV 

não apresentou quantificação nas primeiras adições de carbofurano-fenol. Dessa 

forma, foi realizado um estudo da concentração de carboburano-fenol, sendo 

encontrada uma faixa linear de resposta de 2,0 x 10-5 - 6,54 x 10-5 mol L-1, com limite 

de detecção e quantificação de 0,63x 10-5 e 1,9 x 10-5 mol L-1 (Figura 55). A partir 

dos resultados obtidos, a voltametria de onda quadrada (VOQ) foi escolhida como 

técnica electroquímica para determinação de carbofurano, pois apresentou maior 
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limite de detecção e consequentemente maior sensibilidade em relação à voltametria 

de pulso diferencial.  

 

Figura 55 - Perfil de resposta em pulso diferencial (DPV) obtido em diferentes 

concentrações de carbofurano. Medidas realizadas em 0,1 mol L-1 de 

tampão fosfato (pH 7), Tempo de modulação= 0,5 s,  f= 10 Hz, A= 100 

mV, ΔEs= 4 mV, Eacc= 0 V and tacc= 50 s, [Carbofurano] = 2,0 x 10-5 mol 

L-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

  

Os resultados obtidos com o sensor biomimético proposto mostrou uma faixa 

linear de resposta satisfatória e um baixo potencial de análise que permitiu obter 

altas seletividades nas análises eletroquímicas, especialmente quando aplicado em 

amostras complexas. Outra característica que torna este dispositivo relativamente 

mais vantajoso em comparação com os outros descritos na literatura (Tabela 16) é a 

capacidade de renovação da superfície do eletrodo através de um simples 

polimento, tornando o uso do sensor proposto viável em numerosas análises. 
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Tabela 16 - Sensores eletroquímicos usados para detecção de carbofurano.135-137 

Eletrodo Faixa linear (mol L-1) 
Limite de detecção 

(mol L-1) 
ip / mV Técnica 

ECV (CoO/GO)a 5,0x10-7 – 2,0x10-4 2,0x10-8 400 DPV 

Screen-printed 

de carbono ink 
4,0x10-7- 4,0x10-4 5,0x10-8 250 DPV 

ECV 

(MWCNT/AChE)b 4,5x10-13 – 4,5x10-6 4,5x10-15 350 CV 

ECV 

(AChE/Fe3O4)c 5,0x10-9 – 9,0x10-8 3,6x10-9 600 VOQ 

EPCd 5,0 x 10-6 – 1,1x10-4 1,5 x 10-6 110 VOQ 

a Eletrodo de carbono vítreo modificado com oxido de cobalto e oxico de grafeno. 
b Eletrodo de carbono vítreo modificado com enzima acetilcolinesterease e nanotubos de 
carbono de parede múltipla. 
c Eletrodo de carbono vítreo modificado com enzima acetilcolinesterease e nanocomposito 
de ferro.  
d Eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina e óxido de grafeno usado neste 
trabalho. 
 

 

4.3.4  Caracterização do sensor biomimético 
O caráter biomimético do sensor proposto foi avaliado em voltametria de onda 

quadrada, e apresentou inicialmente uma corrente que aumentou linearmente com a 

concentração do substrato (carbofurano), até um dado valor até alcançar um valor 

máximo, obtendo-se assim um perfil hiperbólico. O gráfico obtido é característico de 

biossensores e supõe-se nesse caso que o complexo utilizado no sensor proposto 

esteja seguindo uma cinética de Michaelis-Menten. A constante aparente de 

Michaelis-Menten ( app

MMK ) foi determinada a partir do gráfico de Lineweaver-Burk, 

sendo encontrado o valor de 3,3 x 10-4 mol L-1 (Figura 56). Este valor indica o grau 

de afinidade entre o complexo hemina e o carbofurano.125,126 Como mencionado 

anteriormente há na literatura estudos que confirmam a ação da enzima P450 (CYP 

2C9) na metabolização de agrotóxicos. Assim, uma comparação do app

MMK  obtido com 

o app

MMK  referente à CYP 2C9 para cada agrotóxico, não há no momento.127,128  
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Figura 56 - Perfil hiperbólico obtido em VOQ (A) e gráfico do duplo recíproco obtido 

com o sensor biomimético (B). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

4.3.5  Estudo de seletividade 
 A seletividade do sensor proposto para detecção carbofurano-fenol foi 

avaliada através da resposta de cinco soluções diferentes de agrotóxicos solúveis 

em água e acetonitrila na proporção de (5:1 v/v). A Figura 57 mostra a resposta do 

sensor proposto para os agrotóxicos de 2,4-D, thiram, diuron, metribuzin, ametrina e 

carbofurano-fenol. Somente o carbofurano-fenol apresentou resposta eletroquímica 

mensurável com um pico de corrente anódica (ipa) no potencial de 110 mV vs 

Ag/AgCl (KClsat). O intervalo de potencial estudado em VOQ foi entre -0,2 a 0,8 mV e 

a concentração preparada para todos os agrotóxicos foi de 5,0 x 10-4 mol L-1. 
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Figura 57 - Estudo de seletividade de carbofurano com o sensor proposto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
4.3.6  Aplicação do sensor em amostras reais 
 O carbofurano-fenol foi analisado em duas amostras de alimentos, utilizando 

o sensor proposto. A determinação eletroquímica de carbofurano-fenol foi efetuada 

por VOQ utilizando o método de adição de padrão. Os resultados obtidos nos 

ensaios de recuperação realizados utilizando amostras de cenoura apresentaram 

recuperação próximo a 100%, o que indica que não houve efeito de matriz ou uma 

substância química que influenciasse na resposta eletroquímica do sensor (Tabela 

17). Pode-se observar que os resultados obtidos com o método proposto estão de 

acordo com o valor obtido pelo método CLAE. Estes resultados indicam que o 

método proposto é fiável e eficaz para a determinação carbofurano-fenol. 

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

supermercados da cidade de São Carlos/SP.  

Amostras 
Resultados 

encontrados para o 
sensor / mol L-1 

Resultados 
encontrados no CLAE / 

mol L-1 
Test–t  

Cenoura nº 1 2,55(±0,21)a 2,43(±0,04)a 0,99 
Cenoura nº 2 2,71(±0,20)a 2,46 (±0,03)a 2,2 
Tomates nº 1 2,50(±0,14)a 2,41 (±0,02)a 1,1 
Tomates nº 2 2,43(±0,04)a 2,36 (±0,05)a 3,0 
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*Desvio padrão de 3 triplicadas a[Carbofurano] = 2.5 x 10-5 (mol L-1). 
Valores críticos de t em 95% em nível de confiança, tt = 4.303. Valores obtidos 
considerando os valores comparativos como verdadeiros. 
 
 

4.3.7 Estudo da resposta eletroquímica do sensor proposto para 
diferentes compostos fenólicos  

A Figura 58 mostra a resposta eletroquímica 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 

(ipa) em potencial 110 mV. Os resultados mostraram que o eletrodo foi mais sensível 

para carbofurano em relação à catecol e hidroquinona, não apresentando resposta 

para 2,4-diclorofenol e ressorcinol na técnica VOQ. Considerando-se que as 

matrizes analisadas não há presença desses interferentes, a aplicação deste sensor 

para a determinação de carbofurano-fenol em amostras de cenoura e tomate pode 

ser realizado sem problemas. 

 
Figura 58 - Estudo da resposta eletroquímica de compostos fenólicos com o sensor 

proposto em VOQ. Medidas realizadas em 0,1 mol L-1 de tampão fosfato (pH 

7,0), f = 10 Hz, A = 100 mV, ΔEs = 4 mV, Eacc = 0 V and tacc = 50 s, 

[carbofurano] = 3,0 x 10-5 mol L-1. 
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 As análises por CLAE-UV foram realizadas para a detecção e quantificação de 

carbofurano-fenol, utilizado neste trabalho como um método comparativo. Quando 

aplicado às amostras de alimentos, os resultados foram semelhantes aos do método 

de detecção proposto (sensor biomimética). Figura 59 mostra um cromatograma 

(inserção) e da curva analítica de carbofuran-fenol. 
 

Figura 59 - Cromatograma do carbofurano-fenol (inserido) e curva analítica. Condições de 

analises: acetonitrila / água deionizada na razão 50:50 (v/v), taxa de fluxo de  1,0 

mL min−1, volume de amostra injetada de 10 µL e comprimento de onda de 254 

nm. 
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4.4  DETERMINAÇÃO ELETROQUÍMICA DE CARBOFURANO E 
DIURON EM SISTEMA DE ANÁLISE POR INJEÇÃO EM FLUXO (FIA) 

4.4.1. Perfil de resposta da mistura de analitos por voltametria 
cíclica 

 As medidas eletroquímicas do sensor proposto na presença de carbofurano-

fenol e diuron foi realizada em sistema batelada usando voltametria cíclica, de modo 

a avaliar o efeito eletrocatalítico do complexo hemina e NiOPc na resposta do 

sensor. A Figura 60 mostra voltamogramas cíclicos, na ausência e na presença de 

carbofurano-fenol e diuron, usando eletrodo de pasta de carbono não modificado em 

uma faixa de potencial de -0,2 a 1,0 V. A resposta eletroquímica pode ser verificada 

a partir da variação de corrente anódica no potencial de 650 mV e 800 mV (Figura 

60A e 60B). Quando o sensor foi modificado com hemina para detecção 

carbofurano-fenol e NiOPc para detecção de diuron foi visualizado uma corrente de 

pico anódica bem definida e um baixo potencial redox, quando comparado com o 

eletrodo não modificado.  

 
Figura 60 - Resposta eletroquímica de carbofurano-fenol e diuron em eletrodo de pasta de 

carbono: eletrodo não 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 ausência (1) e presença (2) de 

carbofurano-fenol e diuron. Medidas realizadas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 

(pH 7,5), [Carbofurano-fenol e diuron] = 5,0 × 10-4 mol L-1, v = 50 mVs-1 
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 Na Figura 60C e 60D pode ser visto, respectivamente, uma corrente de pico 

anódica (ipa) correspondente ao carbofurano-fenol no potencial de 350 mV e um pico 

de corrente anódica (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 oxidação típico 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 óxido de grafeno (GO) na composição 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 área superficial, o que permite a pré-concentração dos analitos na 

superfície do eletrodo, permitindo um aumento no sinal eletroquímico.53,54  
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4.4.2 Otimização da resposta do sensor 
 No estudo da resposta do sensor pode ser observado que a presença do 

complexo na pasta causou um aumento na sensibilidade do sensor. Os resultados 

obtidos da otimização são apresentados na Tabela 18. A melhor resposta foi obtida 

em 0,1 mol L-1 de fosfato (pH 7,5), aplicando-se um 800 mV to diuron vs. Ag/AgCl 

(KClsat). 
 
Tabela 18 - Parâmetros otimizados do sensor proposto para detecção de diuron e 

carbofurano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*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 óxido de grafeno foram realizados em 

sistema FIA com detecção amperometrica. Para isto, eletrodo não 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 composição da pasta de carbono. Quando GO foi usado o 

sinal eletroquímico aumentou, permitindo obter maiores sensibilidades para o 

sensor. Na Figura 61, a sensibilidade dos modificadores foi obtida através da média 

de 3 curvas analíticas em sistema FIA 

 

Quantidade de hemina na 

pasta / % (m/m) 

5,5* 7 9 12 

Quantidade de NiOPc na 

pasta / % (m/m) 

5 7,5* 9 12 

Quantidade de óxido de 

grafeno na pasta / % (m/m) 

0,02 0,04 0,11 0,25* 

pH 6,0 6,5 7,0 7,5* 

Tampão fosfato* BR TRIS Pipes 

Fosfato / mol L-1 0,01 0,05 0,1* 0,15 
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Figura 61 - Sensibilidades obtidas através da voltametria de onda quadrada para cada 

modificador imobilizado na superfície do eletrodo: (A) carbofurano-fenol, (B) diuron. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A sensibilidade do sensor modificado com hemina/óxido grafeno e 

NiOPC/óxido grafeno foi 3,7 x 104 μA L mol-1 and 1,2 x 104 μA L mol-1, 

respectivamente. A sensibilidade de carbofurano-fenol foi aumentada em 3 vezes 

quando o eletrodo foi modificado com hemina e oxido de grafeno em relação ao 

eletrodo modificado com hemina (Figura 61A). Quando a sensibilidade obtida para 

diuron foi comparada com o eletrodo não modificado, o aumento em sensibilidade foi 

de 14 vezes (Figura 61B). A construção da curva analítica em sistema FIA foi 

realizado através dos gráficos construídos em potencial de 350 e 800 mV, o qual foi 

usado para detecção 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 óxido 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. 

Após essa etapa o intervalo de pH de 5,0 a 8,0 foi investigado em amperometria.  A 

corrente de pico anódico 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 concentração de carbofurano e diuron usada nessas análises 

foi de 1,0 x 10-5 mol L-1. 
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Tabela 19 - Estudo de potencial e pH em FIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*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-1, sendo 

o valor ótimo para análise de 1,2 mL min-1. O volume da amostra injetado (Vi) foi 

testado usando uma alça com volume de 50, 75 e 100 ul. O sinal aumentou com o 

aumento Vi, atingindo a saturação em 100 mL. Um volume de 75 mL foi escolhido 

porque apresentou bom sinal de corrente, sem afetar a frequência de amostragem 

(Tabela 20). 
 

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

 
 

 

 

 

 

Valor otimizado 
 
 
 
 

Carbofurano 

Potencial / V ipa / µA pH ipa / µA 

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

0,40 0,8 7,0 1,3 

0,45* 1,0 7,5* 1,6 

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

Diuron 

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

0,70 0,8 7,0 1,0 

0,75 1,1 7,5* 1,4 

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

Fluxo / mL min-1 Ipa / µA Volume / µL Ipa / µA 

0,4 2,9 50 7,5 

0,8 6,7 75* 9,8 

1,2* 9,1 100 10.0 

1,4 9,5  --  -- 
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4.4.6  Mecanismo de reação proposto para carbofurano e diuron  
4.4.6.1 Reação de diuron com complexo NiOPc 

 A reação entre complexo NiOPc e diuron é iniciada através da oxidação de 

Ni2+ do complexo NiOPc através de uma etapa eletroquímica, gerando espécies 

ativas (Ni3+). O Ni3+ formado reage com diuron promovendo a redução de Ni3+ para 

Ni2+ e a oxidação de diuron formando espécie dímera (Figura 62A). O mecanismo 

proposto é baseado em um sistema eletroquímico-químico do tipo EC.138-141 

 

4.4.6.2 Reação de carbofurano e complexo hemina  

 O mecanismo sugerido para a resposta do sensor para carbofurano-fenol e 

hemina começa com a reação entre carbofurano-OH e hemina-Fe (III) no potencial 

de 450 mV, permitindo a reação eletroquímica de carbofuran-OH para carbofuran=O, 

e promoveu simultaneamente a redução de ferro (III) para ferro (II) no complexo 

hemina. Em uma segunda etapa ocorre a oxidação eletroquímica de hemina-Fe (II) 

para hemina-Fe (III), caracterizando um mecanismo quimico-eletroquímico do tipo 

CE (Figure 62B).142-144 

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

procede com etapa 1 seguida da etapa 2.   
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4.4.7  Características analíticas do sistema FIA 
 As medidas de carbofurano-fenol usando sistema FIA mostrou curvas 

analiticas com concentrações entre 5,0 x 10-6  - 1,4 x 10-4 mol L-1, um coeficiente de 

correlação de 0,9999, uma sensibilidade de 3,7 x 104 (±2,0x102) μA L mol-1, e um 

limite de detecção de 1,67 x 10-6 mol L-1.124 O potencial de análise para carbofurano-

fenol usado nas medidas eletroquímicas foi de 450 mV Ag/AgCl(KClsat)FIA (Figura 

63A). 
 A obtenção do Fiagrama para diuron foi realizado através da aplicação de um 

potencial redox de 800 mV e assumindo que carbofurano-fenol e diuron possam 

estar presentes em uma mesma amostra, as análises para determinação de diuron 

seguiu algumas etapas. Deve-se ter inicialmente a resposta eletroquímica de 

carbofurano-fenol em potencial de 450 mV e resposta eletroquímica 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 equação 5 abaixo:  

 

Ipa (diuron, 800 mV)) = Ipa (carbofurano and diuron, 800 mV) – Ipa (carbofurano, 450 mV)     (Equação 5) 
 

(B) 



Capítulo IV – Resultados e Discussões / 101 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

 O sinal eletroquímico de diuron pode ser obtido através da subtração da 

corrente de pico total que corresponde ao sinal eletroquímico de diuron e 

carbofurano-fenol menos a corrente de pico obtido com a resposta eletroquímica de 

carbofurano-fenol. É importante mencionar que a corrente de pico de carbofurano-

fenol foi adotado como referência depois de muitas análises eletroquímicas em 

sistema FIA na ausência e presença de diuron, aplicando um potencial de 450 e 800 

mV vs Ag/AgCl. Analisando os resultados obtidos em termos de sensibilidade a 

partir de curvas analíticas foram muito reprodutíveis (Tabela 21).  

 A Figura 63B mostra o Fiagrama obtido para diuron na qual apresentou uma 

faixa de concentração entre 5,0 x 10-5 - 1,0 x 10-3 mol L-1, um coeficiente de 

correlação de 0, 9998, uma sensibilidade de 1,0 x 104 (±1x102) μA L mol-1, e limite de 

detecção de 2,0 x 10-5 mol L-1.124  

  
Figura 63 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquímico para diferentes concentrações de 

carbofurano (mol L-1): (a) 5,0 x 10-6; (b) 2,5 x 10-5; (c) 5,0 x 10-5; (d) 7,5 x 10-5; 

(e) 1,0 x 10-4; (f) 1,3 x 10-4 e diuron (mol L-1): 5,0 x 10-5; (b) 1,0 x 10-4; (c) 2,5 x 

10-4; (d) 5,0 x 10-4; (e) 7,5 x 10-4; (f) 8,7 x 10-4 Curvas analíticas de carbofurano 

(A) e diuron (B) Medidas realizadas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5) e 

Eapl = 0.45 (A) e 0.8 V (B). 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

  

 Deve-se considerar que as curvas analíticas obtidas para diuron na ausência 

e na presença de carbofurano foram semelhantes quando analisados os valores de 

sensibilidade obtidos. Assim, a determinação eletroquímica de carbofurano e diuron 

na mesma solução foi possível, utilizando esta metodologia de análise.  
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Tabela 21 - Estudo de potencial obtido com o sensor proposto em FIA 

 

  

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

detecção de carbofurano-fenol e diuron. 

 

Tabela 22: Parâmetros otimizados e características analíticas obtidas para o sensor 

proposto no sistema FIA. 

Parâmetro 
Valor 

Carbofurano Diuron 

Vazão (mL min-1) 1,2 1,2 

Vi (µL) 75 75 

Eapl / V vs. Ag/AgCl (KClsat)  0,45 0,8 

Faixa de resposta (mol L-1)  5,0x10-6 – 1,4x10-4 5,0x10-5 – 8,7x10-4 

Sensibilidade (µA L mol-1) 3,7x104 (±2.0x102) 1.0x104 (±1.0x102) 

Limite de Quantificação (µmol L-1) 5,0 49 

Limite de detecção (µmol L-1) 1,7 16 

Medida de repetibilidade (RSD, 

n=21) 
4,4 

Frequência Analítica  40 amostras h-1  

 

 

 

 

 

Carbofurano 
 

Potencial / V Medidas Sensibilidade / μA L mol-1 RSD (%) 

0,45 

nº 1 3,72 x 104 (±1,6x102) 

3,9 nº 2 3,61 x 104 (±3,3x103) 

nº 3 3,90 x 104 (±1.2x102) 

0,8 

nº 4 3,64 x 104 (±2,2x102) 

2,5 nº 5 3,70 x 104 (±2,0x103) 

nº 6 3,52 x 104 (±1,0x103) 
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4.4.8  Estudo de seletividade  
  A seletividade do sensor para detecção de carbofurano e diuron foi avaliada 

através da análise de várias soluções de agrotóxicos solúveis em acetonitrila/água 

deionizada (1:5 v/v). As análises foram realizadas em amperometria com os 

agrotóxicos de 2,4-D, thiram, ametrina, hexazinona, clorpirifós, diuron e carbofurano.  

 A injeção em FIA dos agrotóxicos foi realizada como se segue: (1) carbofurano-

fenol e diuron, (2) e (3) 2,4-D, ametrina, hexazinona, thiram, clorpirifós, carbofurano-

fenol e diuron. Pode ser notado que os agrotóxicos não influenciaram na resposta 

eletroquímica de diuron e carbofurano-fenol no potencial de 450 (não mostrado) e 

800 mV. Deve ser lembrar que o sistema de análise utilizado está sob fluxo 

contínuo, minimizando assim qualquer problema de contaminação da superfície do 

eletrodo. (Figura 64). A concentração preparada para todos os agrotóxicos estavam 

na concentração de 5,0 x 10-4 mol L-1. 

 
Figura 64 – Gráfico FIA obtido com o sensor em diferentes concentrações de agrotóxicos 

(mol L-1), Carbofurano-fenol: (a) 5,0 × 10-6; (b) 2,5 × 10-5; (c) 5,0 × 10-5; (d) 7,5 × 10-5; (e) 1,0 

× 10-4; (f) 1,3 × 10-4, Diuron: (a) 5,0 × 10-5; (b) 1,0 × 10-4; (c) 2,5 × 10-4; (d) 4,0 × 10-4; (e) 5,0 

× 10-4; (f) 1,0 × 10-3, [Outros agrotóxicos]= 5,0 × 10-5 mol L-1 em todas medidas. Condições 

de análises: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5) e Eapl = 0,8 V. 
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4.4.9  Estudo de repetibilidade 
 A repetibilidade do sensor foi investigada utilizando injeções sucessivas de 

solução de diuron e carbofurano na concentração de 2,0 x 10-5 mol L-1. O desvio 

padrão relativo foi calculado, sendo o valor encontrado para n= 21 de 4,4% (Figura 

65). Sob as condições empregadas, o sensor poderia ser operado com uma 

frequência de análise de 40 injeções por hora.  

Assim, pode-se dizer que as análises em FIA não devem apresentar qualquer 

dificuldade, uma vez que a calibração do sensor deve ser sempre realizada antes da 

sua utilização. 

 
Figura 65 - Estudo de repetitividade em FIA a partir de 21 injecções sucessivas de 2,0 x 10-5 

mol L-1 de carbofurano e solução diuron, EAPL = 0,8 V. As medições foram 

realizadas em tampão de fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
4.4.10  Aplicação de sensor eletroquímico em cenouras e amostras 

de solo 
 A determinação eletroquímica de carbofurano e diuron em amostras de 

cenoura e solo foi realizada em FIA utilizando o método padrão externo. Inicialmente 
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foi construído o gráfico FIA para carbofurano com a aplicação de potencial de 450 

mV. A curva de calibração foi obtida a partir de injeções sucessivas em triplicata de 

carbofurano. Depois de realizadas injeções dos padrões foram injetadas às 

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

Figura 66 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquímico para diferentes concentrações de 

carbofurano (mol L-1): (a) 5,0 x 10-6; (b) 2,5 x 10-5; (c) 5,0 x 10-5; (d) 7,5 x 10-5; 

(e) 1,0 x 10-4; (f) 1,3 x 10-4 e diuron (mol L-1): 5,0 x 10-5; (b) 1,0 x 10-4; (c) 2,5 x 

10-4; (d) 5,0 x 10-4; (e) 7,5 x 10-4; (f) 8,7 x 10-4. Medidas realizadas em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5) e Eapl = 0,45 V. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 O cálculo da concentração de carbofurano nas amostras de cenoura foi 

realizado utilizando a curva de calibração obtida no FIA. A curva analítica 

correspondente ao diuron foi obtida subtraindo-se o valor total de cada corrente de 

pico anódica menos o valor de cada corrente de pico anódica do carbofurano. 

Assim, este estudo foi realizado em duas etapas em FIA, uma análise em potencial 

de 450 mV e outra em 800 mV vs. Ag/AgCl. 
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 Figura 67 - Sinal FIA obtido usando sensor eletroquímico para diferentes concentrações de 

diuron (mol L-1): (a) 5,0 x 10-6; (b) 2,5 x 10-5; (c) 5,0 x 10-5; (d) 7,5 x 10-5; (e) 1,0 x 10-4; (f) 1,3 

x 10-4 e diuron (mol L-1): 5,0 x 10-5; (b) 1,0 x 10-4; (c) 2,5 x 10-4; (d) 5,0 x 10-4; (e) 7,5 x 10-4; (f) 

8,7 x 10-4. Medidas realizadas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5) e Eapl = 0,8 V  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 O procedimento experimental para análise das amostras de solo foi conduzido 

da mesma maneira que as amostras de cenoura. O procedimento foi baseado na 

adição de uma concentração conhecida dos padrões nas amostras de solo e através 

das análises em FIA determinou-se a percentagem de recuperação para cada 

amostra. 

  

 A concentração de carbofurano e diuron encontrados nas amostras de solo e 

de cenoura no estudo de recuperação encontra-se na Tabela 23 e 24. Os resultados 

obtidos nos experimentos de recuperação realizados com amostras de solo e 

cenoura mostraram recuperações próximas à concentração adicionada, indicando 

que não houve efeito da matriz para estas amostras. Pode ser observado que os 

resultados obtidos pelo método proposto estão de acordo com o valor obtido com o 

método comparativo (CLAE).  
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Tabela 23: Resultados obtidos para a análise de solo coletado na cidade de São 

Carlos-SP.  

*Desvio padrão de triplicatas 

 

 O desenvolvimento do sensor biomimético para determinação 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 eficiência analítica. As características vantajosas obtidas com esse dispositivo o 

tornam altamente promissor, sendo uma alternativa analítica para determinação de 

diuron e carbofurano.  

Agrotóxicos 
Amostras / 

solo 

Método proposto Método CLAE 
Adicionado / 
x10-5 mol L-1 

Medido / x10-5 
mol L-1 

Adicionado/ 
x10-5 mol L-1 

Medido/ x10-5 
mol L-1  

Carbofurano 
fenol 

nº 1  4,0 4,1 (±0,15) 4,0 3,9 (±0,01) 

nº 2  4,0 4,2 (±0,06) 4,0 4,2 (±0,09) 

Diuron 
nº 1  4,0 4,0 (±0,46) 4,0 4,1 (±0,12) 

nº 2 4,0 4,2 (±0,17) 4,0 3,9 (±0,22) 

 
 
Tabela 24:  Resultados obtidos para a análise de amostra de cenoura 

 

Agrotóxicos 
Amostras / 

cenoura 

Método proposto Método CLAE 
Adicionado / 
x10-5 mol L-1 

Medido / x10-

5 mol L-1 
Adicionado / 
x10-5 mol L-1 

Medido / x10-5 
mol L-1  

Carbofurano-
fenol 

nº 1  4,0 4,0 (±0,15) 4,0 4,1 (±0,07) 

nº 2 4,0 4,3 (±0,14) 4,0 4,2 (±0,02) 

Diuron 
nº 1 4,0 4,1 (±0,10) 4,0 3,9 (±0,09) 

nº 2 4,0 3,8 (±0,09) 4,0 3,7 (±0,03) 
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4.5 ANÁLISE ELETROQUÍMICA DE THIRAM EM ELETRODO IMPRESSO 
MODIFICADO COM MWCNT-COOH 

 Estudos preliminares utilizando voltametria cíclica permitiram analisar o 

comportamento eletroquímico do fungicida thiram. Através do voltamograma cíclico 

da Figura 68, observou-se um aumento considerável na corrente anódica a partir do 

potencial de 650 mV, o qual corresponde à oxidação do thiram na superfície do 

sensor, atingindo um máximo em 800 mV. Adicionalmente, verifica-se a ausência de 

uma corrente catódica caracterizando o processo eletroquímico como irreversível 

e/ou catalítico.  

 
Figura 68 - Voltamograma cíclico para o eletrodo impresso modificado com MWCNT-

COOH. Eletrólito: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8), v= 50 mV s-1.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
  A fim de estimar parâmetros importantes da oxidação eletroquímica do thiram, 

tais como coeficiente de difusão, coeficiente de transferência eletrônica e o  

número de elétrons envolvidos, foram realizadas diversas análises, tais como 

velocidade de varredura em voltametria cíclica. O estudo do efeito da velocidade de 

varredura foi realizado conforme a Figura 69, que mostra o perfil linear do gráfico ip 

vs v1/2 (raiz quadrada da velocidade de varredura). Através da linearidade obtida 

pode-se confirmar que o transporte de massa do analito para a superfície do 

eletrodo foi realizado por difusão.   
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Figura 69 - Variação da corrente de pico anódica com a velocidade de varredura e gráfico 

de ip vs v1/2 (inserido). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 

  O gráfico inserido na figura anterior possibilitou a determinação do coeficiente 

de difusão (D0) do analito através da inclinação da reta e a equação de Andrieux and 

Savèant (Equação 6). O coeficiente de difusão (D0) encontrado foi de 5,0 x 10-6 cm2 

s-1.145  
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Onde: Cs é a concentração de thiram em mol cm-3; D0 é o coeficiente de 

difusão, F é a constante de Faraday, R = 8,31 J mol-1 K-1, T = 298 K e A = 0,125 cm2. 

 

Observando os gráficos das Figuras 68 e 69, observou-se que a oxidação do 

thiram sofre um processo irreversível e dessa forma a equação 7 de Randles-Sevcik 

foi aplicada para determinação do número de elétrons da reação.146 
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Onde: jp = densidade de corrente em A cm-2, n = número de elétrons totais, α 

= coeficiente de transferência de carga, D0 é o coeficiente de difusão, Cs é a 

concentração de thiram e v1/2 = raiz da velocidade de varredura. 

 

Todavia, na ordem de estimar o valor de n, é necessário calcular o valor de 

[(1 − α)na]. Em sistemas catalíticos ou irreversíveis, um cálculo aproximado é 

baseado na relação linear entre o potencial de pico anódico (Ep) vs log v (Figura 70). 

A relação entre a inclinação e a equação 8, forneceu um valor para o fator [(1 - α)na] 

de 0,35. 
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Após calcular o valor de [(1-α)na] utilizando a equação 8 e o coeficiente de 

difusão estimado do thiram,  foi possível calcular o número de elétrons envolvidos na 

eletrooxidação catalítica do thiram sobre a superfície do sensor impresso. O valor 

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

 

Figura 70 - Variação linear do potencial de oxidação (Ep) vs log v. Medidas realizadas em 

tampão fosfato (pH 8,0) contendo 1,92x10-4 mol L-1 de thiram.   
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Com base no voltamograma mostrado na Figura 71, foi possível estimar o 

coeficiente de transferência de elétrons (α) através da lei de Tafel.134 Assim, com o 

valor da inclinação do gráfico inserido na Figura 71 estimou-se um valor aproximado 

para α, usando a relação na qual a inclinação = n(1-α)F/2,3RT, da qual se pode 

obter o valor de 0,84 (usando n = 2), que caracteriza um processo catalítico, com 

elevada transferência eletrônica. Isto indica que a oxidação de thiram neste sensor 

ocorreu por via eletrocatalítica.134 

 
Figura 71 - Voltamograma cíclico utilizado para cálculo do coeficiente de transferência 

eletrônica (αa) a partir da região de Tafel. Condições de análise: Tampão fosfato 

0,1 mol L-1 (pH 8,0) e acetonitrila (4:1, v/v), = 300 mVs-1. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.5.1 Estudo da influência do pH e do potencial nas medidas 
eletroquímicas. 

  No estudo de otimização do sensor impresso modificado com MWCNT-COOH 

foram avaliados o pH e o potencial aplicado. A escolha do melhor parâmetro em 

relação 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 tampão com valor de pH 8,0, apresentou maior resposta em 
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termos de sensibilidade e o 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 função do potencial 

aplicado. 

 
   
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 73 - Perfil de resposta apresentado pelo sensor proposto em função do pH. 
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4.5.2. Perfil amperométrico do eletrodo impresso na presença de 
thiram 

Na Figura 74 é mostrado o amperograma obtido para o sensor impresso 

modificado com MWCNT-COOH na presença de thiram e nas condições de análise 

otimizadas. As medidas foram realizadas em potencial de 800 mV, tampão fosfato 

0,1 mol L-1 e pH 8,0. Durante a análise utilizando essa técnica, um período de tempo 

de espera em segundos foi necessário para a ocorrência de descarga de corrente 

(corrente não-faradaica). Após estabilização da corrente as medidas foram 

realizadas, assegurando assim, que a corrente faradaica da reação entre o 

complexo e thiram seja aquela registrada. Degraus de corrente proporcionais à 

concentração do analito no meio analisado são obtidos a partir de adições 

sucessivas.  

 

Figura 74 - Perfil amperométrico do sensor nas condições otimizadas, obtido para 

adições sucessivas de 4,9 x 10-5 mol L-1 de thiram. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 

A Figura 75 apresenta a curva analítica do eletrodo impresso sem MWCNT 

(1) e o sensor impresso modificado com MWCNT-COOH (2). Quando comparadas 

às sensibilidades visualizou-se que o sensor modificado com MWCNT-COOH 
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apresentou sensibilidade de 1831 µA L mol-1, enquanto que o sensor sem MWCNT 

apresentou sensibilidade de 226 μA L mol-1. Isto equivale a um ganho de 

sensibilidade de 8 vezes. A curva analítica do sensor impresso modificado com 

MWCNT-COOH apresentou uma resposta linear para thiram entre 4,9 x 10-5 e 2,8 x 

10-4 mol L-1, um limite de detecção 7,9 x 10-6 mol L-1.124  

 

Figura 75 - Curva analítica do eletrodo impresso não modificado (1) e o modificado 

com MWCNT (2). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
4.5.3 Estudo de Seletividade 

 No estudo de seletividade foram avaliados 5 agrotóxicos (carbofurano, 2,4-D, 

ametrin, metribuzin e clorpirifós), usando a amperometria em potencial fixo de 800 

mV vs Ag/AgCl. Foram usadas nesse estudo duas concentrações diferentes (5,0 x 

10-6 mol L-1 e 5,0 x 10-4 mol L-1) e observou-se que somente o thiram apresentava 

resposta eletroquímica, demonstrando assim seu caráter seletivo, frente a esses 

agrotóxicos estudados (Figura 76).  
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Figura 76 - Estudo de seletividade de thiram em amperometria usando dois níveis 

de concentração em potencial de 800 mV. Medidas realizadas em 

tampão fosfato e acetonitrila (4:1 v/v) pH 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.4 Análise de solo 

As análises de solo foram realizadas em triplicata e os resultados encontrados 

na recuperação de thiram em amostras de solo sob várias profundidades quando 

comparados ao sinal eletroquímico do thiram em fosfato pH 8, observou-se valores 

de concentração bem próximos a concentração adicionada, evidenciando que 

nesses meios analisados praticamente não ocorre efeito de matriz (Tabela 25). 

Sendo assim, o sensor proposto pode ser usado como método um alternativo para 

determinação de thiram. 

 

Tabela 25 - Dados obtidos na recuperação de thiram em amostras de solo 
Amostras de solo 

(profundidade / cm) 
[Thiram] / mol L-1  

Recuperação (%) Adicionado Encontrado (RSD) 

Solo (0-10) 1,00 x 10-4 1,01 x 10-4 (4,4) 101 

Solo (10-20) 1,00 x 10-4 1,02 x 10-4(2,9) 102 

Solo (20-40) 1,00 x 10-4 0,95 x 10-4(2,8) 95 
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4.5.5 Estudo da resposta eletroquímica 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 concentrações 

mais baixas, quando comparado à determinação amperométrica. Na Figura 77, que 

mostra a curva analítica do sensor, observa-se uma faixa linear de resposta entre 

9,9 x 10-6 – 9,1 x 10-5 mol L-1, com uma sensibilidade de 3,1 x 104 (±103) µA L mol-1 e  

limite de detecção de 1,6 x 10-6 mol L-1.124  

 

Figura 77 – Curva analítica de thiram em diferentes concentrações (A) e seu 

respectivo VOQ (B). Medidas realizadas empregando f = 10 Hz , A = 

100 mV, ΔEs = 10 mV, fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0). 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Pode-se observar que a utilização do sensor impresso em VOQ permitiu obter 

maior sensibilidade, com limites de detecção e quantificação menores dos que 

obtidos em amperometria.  
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4.6  DESENVOLVIMENTO DE SENSOR BIOMIMÉTICO PARA 
DETECÇÃO DE DICLOFENACO 

4.6.1   Caracterização eletroquímica de diclofenaco em eletrodo de 
carbono vítreo 

O comportamento eletroquímico do sensor modificado com 

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina de cobre para detecção de 

diclofenaco foi realizado em voltametria cíclica em uma faixa de potencial de -0,2 a 

0,8 V. A Figura 78 apresenta um perfil voltamétrico para eletrodo não modificado, na 

ausência (A) e presença de diclofenaco (B).  No voltamograma (C) é apresentada a 

resposta eletroquímica do sensor biomimético na presença de diclofenaco.  

 

Figura 78 - Caracterização eletroquímica de diclofenaco em eletrodo de carbono vítreo 

modificado com 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina de cobre 

(II). Condições de análise: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5), v= 50mVs-1, 

[Diclofenaco] = 10-3 mol L-1.  
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varredura foi iniciada no sentido positivo (-0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl (KClsat). Quando a 

varredura reversa ocorreu, foi observado um pico catódico em 220 mV e um pico 

anódico em 320 mV caracterizando um sistema reversível. A explicação relativa 

destes picos pode ser considerado como um resultado da forte adsorção dos 

produtos da reação de diclofenaco sobre a superfície do eletrodo, que foi fortemente 

favorecida com o uso de MWCNT.147  

Estes picos são bem visualizados quando comparado com o sinal 

eletroquímico do eletrólito. O potencial escolhido para análise 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 influência da velocidade de varredura em 0,1 

mol L -1 fosfato pH 7,5, utilizando o sensor biomimético na presença de diclofenaco. 

Pode-se observar que as correntes de pico (anódica e catódica) aumentavam 

conforme se aumenta a velocidade de varredura (10 – 400 mVs-1). 

 

Figura 79 - Estudo de velocidade de varredura com o sensor proposto a partir da 

voltametria cíclica, (gráfico inserido), Corrente de pico anódica (i) vs 1/2 do 

sensor biomimético. Medidas realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L-1 (pH 7,5) contendo 1,0 x 10-4 mol L-1 de diclofenaco. 
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Foi visualizado um deslocamento de potencial dos picos (ipa1 e ipa2) o qual 

diminuiu a reversibilidade do sistema que foi proporcionada pelo uso do modificador 

presente na superfície do eletrodo. Pode-se observar que o aumento da velocidade 

de varredura provoca aumento da corrente faradaíca, mas também faz aumentar a 

corrente capacitiva. Com isso, as análises do diclofenaco são melhores em 

potenciais de varredura mais baixos, onde o pico de corrente apresenta-se mais 

definido, com menor influência da corrente capacitiva.  

 Na Figura 79 (inserido) é observada a dependência linear entre a corrente 

de pico anódico com a raiz quadrada da velocidade de varredura na faixa entre 10 e 

400 mV s-1, indicando que a oxidação do diclofenaco na superfície do sensor 

biomimético seja controlada por difusão.  

A área eletroativa de eletrodo de carbono vítreo (ECV) modificado foi 

realizada em 0,1 mol L-1 de KCl na presença de 1,0 x10-3 mol L-1 [Fe (CN)6]4- de 

acordo com a Randles -Sevick equation.146 

 
2/12/12/351069,2 CADnxip    

 

Onde: Cs é a concentração de [Fe (CN)6]4- em solução, D é o coeficiente de 

difusão (1,0 x10-6 mol cm-3) de [Fe (CN)6]4- em solução (7,6 × 10-6 cm2 s-1) e A é a 

área electroativa (cm2).  

 

Os valores obtidos para a area eletroativa do ECV modificado e ECV não 

modificado foram de 0,9 cm2 e 0,3 cm2, respectivamente. Pode ser visualizado que a 

modificação da superfície de eléctrodo com MWCNT-COOH promoveu um aumento 

de três vezes na área quando comparado com o eletrodo não modificado.  

A análise da morfologia da superfície do sensor biomimético modificado com 

MWCNT-COOH foi registrado usando um microscópio eletrônico 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 funcionalização de nanotubos com grupo carboxílico que está 

presente nas extremidades deste material (destacado em vermelho). 

 

 

Equação 9 
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Figura 80 - Imagem MEV do MWCNT-COOH e do complexo de cobre (II) sobre a superfície 

do eléctrodo de carbono vítreo (A) e MWCNT-COOH (B).  
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Átomos de cobre (Cu), que constituem a molécula complexa foram 

observados na análise 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.3 Verificação do caráter biomimético 

O caráter biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este 

sensor deveria apresentar características similares à de um biossensor enzimático, 

desempenhando a função biomimética de uma enzima P450. Através de um 
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amperograma que se baseia em um gráfico de corrente vs tempo, foi obtido 

inicialmente um sinal de corrente que aumentou linearmente conforme o aumento da 

concentração do substrato (diclofenaco). O sinal de corrente alcançou um valor 

máximo, obtendo-se assim um perfil hiperbólico, que é característico de sistemas 

enzimáticos. Através do perfil hiperbólico obtido, o gráfico de Lineweaver-Burk 

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

MMK ). 
125-128 O valor de 1,2 x 10-3 mol L-1 indica o grau de afinidade entre o catalisador 

(complexo de cobre) e o analito. Este valor ( app

MMK ) é mais elevado quando 

comparado com o Km da enzima P450 (CYP 2D6), o qual foi de 4,3 x 10-6 mol L-1. 

Estes valores indicam a afinidade da enzima com diclofenaco é maior em relação à 

afinidade do complexo biomimético e diclofenaco. Deve-se ressaltar que mesmo 

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

detecção sensível e seletiva de diclofenaco em baixo potencial redox. 

 
Figura 82 - Perfil hiperbólico e o gráfico de duplo-reciproco de Lineweaver-burk  obtido a 

partir do sensor à base de 29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi 

de cobrel (II). Condições de análise: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5), 

[diclofenaco] = 4,95 x 10-5 mol L-1. 
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4.6.4 Estudo da resposta eletroquímica de diclofenaco em 
voltametria de onda quadrada 

 Visando obter melhor desempenho analítico, os parâmetros da VOQ 

(frequência, amplitude e o incremento de potencial) foram otimizados, levando em 

conta o maior valor de corrente de pico anódico em potencial 320 mV vs Ag/AgCl 

(KClSat). A otimização dos parâmetros de VOQ podem ser encontrados Tabela 26. 

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

 *Valor otimizado 
 
 

Para verificar o perfil de respostas do eletrodo modificado e não modificado, 

um estudo em voltametria de onda quadrada foi realizado. Na Figura 83, observa-se 

a corrente de pico anódica 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 (II) 

em potencial 0,32 V. A modificação do eletrodo promoveu uma eletrocatálise, 

diminuindo o potencial redox e aumentando a resposta eletroquímica, contribuindo 

portanto com a melhora da seletividade e sensibilidade do sensor biomimético 

proposto.  

 

 

 

 

 

 

 

Frequência (mV) ipa (µA) Amplitude (mV) ipa (µA) Incremento (mV) ipa (µA) 

10 212* 25 42 2 184 

20 137 50 75 4 220* 

40 77 100 132* 6 200 

60 16 150 200 10 180 
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Figura 83 - Estudo da resposta eletroquímica em voltametria de onda quadrada (VOQ) do 

eletrodo não modificado, na ausência (A) e na presença (B) de diclofenaco, o 

sensor modificado com MWCNT-COOH (C) e do sensor biomimético com 

MWCNT-COOH na presença de diclofenaco (D). Condições análise: f = 10 Hz, a 

= 150 mV, E = 4 mV, tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5) [diclofenaco] = 3,5 x 

10-4 mol L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) foi empregada na ordem de 

obter melhores limites de detecção e quantificação. A Figura 84 mostra a VOQ 

obtida com o sensor biomimético para diferentes concentrações de diclofenaco. 

Usando VOQ, o sensor mostrou uma resposta linear para concentrações de 

diclofenaco entre 4,0 x 10-5 e 6,7 x 10-4 mol L-1, e uma sensibilidade de 6,1 x 105 (± 

1,5 x 104) µAL mol-1. Os limites de detecção e quantificação foram de 1,3 x 10-5 e 4,0 

x 10-5 mol L-1, respectivamente.124 
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Figura 84 - Perfil de resposta em VOQ para o diclofenaco em tampão fosfato 0,1 

mol L-1 (pH 7,5) (A) e a curva analítica nas condições otimizadas (B). 

Condições análise: f = 10 Hz, a = 100 mV, E= 4 mV. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Na Tabela 27 mostra diferentes tipos de sensores eletroquímicos que tem 

sido empregado para determinação 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 análise o qual confere maior seletividade, alta reprodutibidade 

e estabilidade, a realização de inúmeras análises e a possibilidade de análise em 

tempo real através de análises no sistema FIA.  

Tabela 27 - Sensores eletroquímicos usados para detecção de diclofenaco.148-151 

Eletrodo Faixa de resposta Limite de detecção ip / mV 
MIP 1,0x10-5 – 1,0x10-3 -- -- 

aptamero 1,0x10-5 – 1,0x10-3 2,7x10-7 -- 
LI  5,0x10-7 – 3,0x10-5 2,0x10-7 650 

MWCNT 5,0x10-6 – 6,0x10-4 4,0x10-8 400 

MWCNT/CuPc Batelada 4,0x10-5 – 6,7x10-4 1,3x10-5 320 
FIA 5,0x10-5 – 5,0x10-3  1,6x10-5  500 

MIP: Polímero molecularmente impresso; LI: (líquido iônico); MWCNT: nanotubos de carbono de parede múltipla; 

CuPc:  1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi-29H,31H-ftalocianina cobre (II). 
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4.6.5  Estudo de seletividade 
 No estudo de seletividade vários fármacos foram analisados em voltametria 

de onda quadrada (VOQ) e no intervalo de potencial estudado, somente o 

diclofenaco apresentou um pico de corrente anódico (ipa) em potencial de 320 mV. 

Os fármacos estudados foram: secnidazol, piroxicam, ranitidina, fluconazol galena, 

efedrina cloridrato. Estes resultados mostram claramente que o sensor proposto, é 

altamente sensível e seletivo, tal como esperado para um sensor biomimético 

(Figura 85). 

 
Figura 85 - Estudo de seletividade realizado em voltametria de onda quadrada (VOQ), (A) 

eletrólitos, (B) secnidazol, piroxicam, ranitidina, ciplofloxacin, lidocaína e 

tetraciclina, (C) [diclofenaco]. Todos os analitos foram adicionados na 

concentração de 2,0 x 10-4 mol L-1. Condições análise: f = 10 Hz, a = 100 mV, 

E= 4 mV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
4.6.6 Aplicação do sensor biomimético em amostras de soro 
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enriquecidas de soro biológico. As medidas foram analisadas por voltametria de 
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onda quadrada (VOQ). Os resultados obtidos foram próximo ao valor de referência, 

o que indica que o sistema de análise não mostrou efeito de matriz (Tabela 28). O 

método utilizado para a determinação do diclofenaco nas matrizes analisadas foi à 

adição de um padrão. Nestas análises é adicionadas alíquotas da solução padrão na 

cela electroquímica, e a corrente obtida em VOQ é extrapolado na curva analítica, 

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

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

de soro biológico n º 1 utilizando método de adição de padrão. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 28 - Resultados obtidos em análises de amostras de soro biológico em sistema 

batelada. 

 

 
[Diclofenaco] / mol L-1 

Erro % 
(Sensor/CLAE) 

Amostras de 
soro biológico  

Adicionado 
Medido (método 

comparativo - CLAE)  
Medido (sensor 

proposto) 

1 1,50 x 10-4 1,50x10-4(±2,0x10-6) 1,51x10-4(±2,5x10-5) 1,0 

2 1,50 x 10-4 1,52x10-4(±2,2x10-6) 1,44x10-4(±1,9x10-6) 0,9 
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4.6.7  ANÁLISE DO SENSOR BIOMIMÉTICO EM SISTEMA FIA 
O pH e o potencial aplicado à célula eletroquímica 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 - Influência dos parâmetros do sistema FIA: (a) Efeito do pH sobre a resposta de 

diclofenaco utilizando uma taxa de fluxo de 1,2 ml min-1, (b) Efeito de potencial 

sobre a resposta do diclofenaco, usando uma Vi de 100 µL. Condições de 

análise: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5), Eapl= 500 mV vs. Ag/AgCl (KClsat). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 88 mostra a otimização do fluxo e volume de amostra injetada. As 

taxas de fluxo testadas foram entre 0,2 e 2,3 mL min-1, sendo escolhido o fluxo de 

1,2 mL min-1. O volume de amostra injetado (Vi) foi investigado através de volumes 

da alça de 50, 75, 100 e 125 µL. O sinal aumenta com o aumento Vi, atingindo a 

saturação em 100 µL. O volume de 100 µL foi escolhido, uma vez que este 

proporcionou um bom sinal de corrente sem afetar a frequência de amostragem. 
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Figura 88 - Influência dos parâmetros 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-1, (b) Efeito da vazão na resposta ao diclofenaco, usando uma Vi de 100 

µL. Condições de análise: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,5), Eapl= 500 mV vs. 

Ag/AgCl (KClsat). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
4.6.8 Características analíticas do sistema FIA  

Uma vez que os parâmetros FIA foram otimizados (Tabela 29), uma curva de 

calibração foi plotada usando os dados apresentados da Figura 89A. Pode ser visto 

que o sensor não exibiram quaisquer efeitos de memória. 
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Tabela 29 - Parâmetros otimizados e características analíticas do sensor biomimético no 

sistema FIA. 

 

Parametro Valor 

Potencial vs. Ag/AgCl (KClSat) 0,5  

Fluxo (mL min-1) 1,2 

Vi (µL) 100 

Faixa linear (mol L-1) 5,0 x 10-5 – 5,0 x 10-3 

Sensibilidade (µA L µmol-1) 1,6 x 104 ± 3,0 x 102 

Limite de quantificação (µmol L-1) 48,0 

Limite de detecão (µmol L-1) 16,6 

Medidas de repetibilidade (RSD, n = 14); 

[Diclofenaco] = 10-3 mol L-1 
3 % 

Frequência analítica 45 amostras h-1  

 

As curvas analíticas (Figura 89B) mostraram faixa de resposta linear tanto no 

sentido crescente e decrescente de concentrações de diclofenaco, como descrito 

pelas equações 1 e 2, respectivamente:  

 

)1(/][)100,3(106,1)7,0(3,1/ 124  LmoloDiclofenacxxAi   
R = 0,9991 (n = 7); 

 

)2(/][)105,4(106,1)100,14,0(/ 1242   LmoloDiclofenacxxxAi 
 

R = 0,9981 (n = 7). 

 

Os limites de detecção e quantificação encontrados a partir 7 concentrações  

em triplicata de diclofenaco foram de 1,7 x 10-5 e 5,0 x 10-5 mol L-1, 

respectivamente.124 
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Figura 89 - Sinal FIA obtido com o sensor biomimético para diferentes concentraçãoes de 

diclofenaco (mol L-1): (a) 5,0 x 10-5; (b) 5,0 x 10-4; (c) 1,0 x 10-3; (d) 1,5 x 10-3; (e) 

2,0 x 10-3; (f) 3,5 x 10-3; (g) 5,0 x 10-3 (A). Curva analítica típica no sentido 

crescente e decrescente (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

A repetibilidade do sensor foi investigada usando injeções sucessivas de 

solução de diclofenaco na concentração de 5,0 x 10-5 mol L-1. Baseando-se nas 

medidas realizadas foi encontrado um desvio padrão relativo (RSD) de 3,5% (n = 12) 

(Figura 90). 
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Figura 90 - Perfil de repetibilidade em FIA para 12 injeções consecutivas de solução de 

diclofenaco na concentração 5,0 x 10-5 mol L-1.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.9 Aplicação do sensor de biomimético em formulações 
farmacêuticas  

 
Aplicação do sensor biomimético em formulações farmacêuticas comerciais 

foi realizada no sistema FIA. O método de adição de padrão foi utilizado para a 

determinação da concentração 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 formulações farmacêuticas. 

Formulações 
farmacêuticas 

Valor obtido (mg comprimido-1) 

Valor 
nominal 

Método comparativo 
(CLAE) 

Sistema FIA 

nº 1  50 49,7(±0.2) 49,0(±3.5) 

nº 2  100 98,4(±0.1) 98,0(±1.0) 
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Após a avaliação dos resultados, os dois métodos apresentaram resultados 

similares, demonstrando assim que a metodologia proposta é uma alternativa 

eficiente e rápida para a determinação de diclofenaco em preparações 

farmacêuticas. 

 

4.6.10 Sensores eletroquímicos modificado com protoporfirina IX 
 Com a finalidade de comprovar que o centro metálico dos complexos de 

porfirinas e ftalocianinas realizam reações redox com os analítos deste trabalho, 

análises com eletrodo de pasta de carbono e carbono vítreo modificado com 

protoporfirina IX sem “metal” foram realizadas com as respectivas técnicas 

eletroquímicas usadas em cada trabalho. A modificação com protoporfirina IX não 

promoveu a resposta eletroquímica encontrada nos trabalhos desenvolvidos. Sendo 

assim, pode-se afirmar que o centro metálico dos complexos utilizados é 

responsável pela atividade eletroquímica quando em contato com uma determinada 

concentração de analíto em um potencial característico.  
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4.7 DESENVOLVIMENTO DE POLÍMEROS MOLECULARMENTE  
IMPRESSOS (MIPs) 

4.7.1 Simulação computacional 
 A simulação computacional foi uma ferramenta de análise muito importante na 

escolha dos monômeros utilizados para síntese dos polímeros molecularmente 

impressos. Na avaliação da interação de cada monômero com o template, o critério 

de avaliação adotado foi à afinidade estrutural e funcional (interação de grupos 

funcionais do template e do monômero), não sendo analisados parâmetros físico-

químicos como a interação a nível molecular ou eletrônico do template e do 

monômero.  
 Os gráficos da simulação computacional podem ser interpretados como o 

resultado da energia liberada na aproximação entre cada monômero 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 será o polímero resultante. Os 

monômeros estudados encontram-se listados na Tabela 31.  

 
Tabela 31 - Monômeros analisados na simulação computacional. 

Sigla Monômero 
MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno MP11 Ácido metilenosuccinico 
MP2 Ácido imidazol-4-acrílico MP12 Ácido metacrílico 
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrílico MP13 3-divinilbenzeno 
MP4 Ácido acrílico MP14 4-divinilbenzeno 
MP5 Acrilamida MP15 Estireno 
MP6 Acroleína MP16 1-vinilimidazol 
MP7 Alilamina MP17 2-vinilpiridina 
MP8 Acrilonitrila MP18 4-vinilpiridina 

MP9 Etileno glicol dimetacrilato MP19 Ácido 2-acrilamido-2-metil-1-
propano-sulfônico 

MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato MP20 2-hidroxietil metacrilato 
 

 

Na figura 91 é visualizada a afinidade dos 20 monômeros com o template. É 

possível observar claramente que os melhores monômeros para síntese dos MIPs 

foram o MP9, MP12 e MP13. Nesse trabalho de doutorado foram escolhidos dois 

monômeros que foram amplamento utilizados. A escolha baseou-se em um 

monômero de alta afinidade (ácido metacrilico) e outro com baixa afinidade pelo 
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template (ácido acrílico). Os monômeros escolhidos apresentam caráter ácido e o 

template caráter básico através do grupo NH2 presente na molécula de diuron.  

 

Figura 91 - Resultado da simulação computacional para o herbicida diuron. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

4.7.2 Caracterização dos polímeros molecularmente impressos 
4.7.2.1 Medidas de superfície realizadas por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV) 
  Micrográfias das superfícies de MIP e NIPs são mostradas na Figura 92, 

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

ácido metacrílico na síntese dos polímeros. Foi possível visualizar que as 

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

semelhantes, não podendo nesse caso afirmar nenhuma diferença morfológica 

significativa.  
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Figura 92- Micrografias eletrônicas de varredura do polímero impresso (MIP) e do polímero 

não impresso (NIP) preparados com o monômero ácido metacrílico. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7.2.2 Espectroscopia do infravermelho (Transformada de Fourier) 
 Análises dos polímeros com impressão molecular (MIP) e polímero de 

controle (NIP) foram realizadas em técnica FTIR com a finalidade de avaliar a 

extração do template no MIP. Na Figura 93 B é visualizado que o FTIR de MIP e NIP 

é muito similar, demostrando que MIP e NIP são formados pelos mesmos reagentes. 

Também foi possível 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 religação de MIP e NIP com 50 ppm de 

diuron após 3 horas de ensaio. Constatou-se que os picos em 1152 (-C=C), 1736 (-

C=O), 2975 (-CH) e 3500 (-NH) se apresentaram maiores para MIP em relação ao 

NIP.130 Esse estudo permitiu demonstrar a eficácia na religação de diuron no MIP, 

na qual se deve aos sítios de ligação complementares ao diuron.  
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Figura 93- Imagem em FTIR do template (A), do MIP e NIP após lavagem em sistema 

soxhlet (B), do MIP e NIP após ensaio de 3 horas na presença do template (C) 

e estrutura de diuron (D). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       (D) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.7.2.3  Metódo BET (Bunauer-Emmett-Teller) 
 Na Tabela 32, são apresentados os valores de areas superfícias obtidas pelo 

método BET. Pode ser observado que o MIPMA e NIPMA que foram sintetizados com 

TRIM possuem alta área superficial e com valores similares. Quando comparado 

MIPMA-TRIM com MIP e NIP sintetizados com EGDMA pode-se verificar uma 

diminuição de 26 vezes em área superficial em relação ao MIPMA-EGDMA e 31 vezes 

em relação do NIPMA-EGDMA. Vale ressaltar que MIPs sintetizados com o agente de 

ligação cruzada (TRIM) apresentaram maior área superficial e consequentemente 

maior porosidade que MIPs e NIPs sintetizados com EGDMA. Avaliando a 

porosidade encontrada para MIPMA-TRIM e NIPMA-TRIM pode-se afirmar que em estudos 
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de religação, o MIP apresentou maior adsorção de diuron que NIP, devido a maior 

porosidade do MIP, que foi de 0,67 cm3 e 0,31 cm3 para NIP. Nesse caso o valor de 

porosidade encontrado de MIPMA-TRIM foi equivalente à estrutura do template, e o 

tamanho do poro no NIPMA-TRIM além de irregular apresentou-se incompatível com a 

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

pode ser verificada a adsorção e dessorção de nitrogênio. Vale ressaltar que nesse 

estudo a área superficial não foi um critério que garantiu a seletividade. Os 

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

foram o volume e o diâmetro do poro.152,153 

 

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

  
 
Figura 94: Isoterma BET para MIPMA  

Amostras Polímero Agente de 
reticulação 

Area superficial-
BET (cm2/g) 

Volume do 
poro (cm3/g) 

Diâmetro do 
poro (nm) 

1 MIPMA 

TRIM 

861 0,67 6,3 
2 NIPMA 834 0,31 4,3 
3 MIPAA 275  0,10   5,2 
4 NIPAA 250 0,06  3,7 
5 MIPMA 

EGDMA 

33 0,005 2,0 
6 NIPMA 28 0,004 2,0 
7 MIPAA 15 0,002 1,9 
8 NIPAA 12 0,001 5,5 
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4.7.3 Análise em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 
Nesse trabalho o CLAE foi imprescindível para determinação analítica dos 

analítos propostos, sendo usado para validar os resultados dos sensores 

eletroquímicos ou determinação de diuron em ensaios de adsorção (MIP). As 

análises foram realizadas sempre em triplicadas e as condições de análises de cada 

analíto encontram-se na sessão experimental. Na Figura 95, mostram-se exemplos 

do uso da CLAE neste trabalho. 
  
Figura 95 – Determinação de diuron em CLAE-UV, (A) Curva de calibração, (B) Teste de 

seletividade de MIPMA-TRIM.  
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A Figura 95A apresenta uma curva analítica e um cromatograma (inserido) 

que foi usado para determinação de diuron em MIPs e Figura 95B apresenta picos 

cromatográficos referentes aos analitos estudados no teste de seletividade. Pode ser 

visualizado nesse estudo que foi possível monitorar 2,4-D e diuron em λ = 220 nm 

em proporção 75:25 de ACN/H2O e carbofurano em λ = 254 nm em proporção de 

50:50 de ACN/H2O. 

 

4.7.4 Mecanismo de interação sugerido entre o monômero e 
template 
 O mecanismo de reação proposto entre monômero e template baseou-se na 

interação eletrostática dos grupos funcionais destas moléculas, sendo nesse caso o 

grupo amina do template interagindo com o grupo carboxila do monômero. A Figura 

96 apresenta um esquema ilustrativo do processo de adsorção do template pelo MIP 

e consequente interação do tipo não-covalente entre o grupo amina e o hidrogênio 

do grupo carboxila.  Lembrando que para este tipo de interação deve-se ter uma 

quantidade otimizada de monômero e agente reticulante maior que o template, 

geralmente seguindo uma proporção de 1:4:20 de template: monômero:agente 

reticulante.154  

 

Figura 96 - Esquema de interação de MIP e template na presença de solvente 

(fosfato/acetonitrila (1:2, v/v)).  
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4.7.5 Estudo da remoção do template no MIP 
No estudo de remoção do template no MIP (Figura 97), a extração de diuron 

foi realizada durante 4 dias em sistema sohxlet usando uma mistura de metanol e 

ácido acético (9:1, v/v). As amostras foram recolhidas a cada 12 horas de lavagem 

durante os dois primeiros dias, e a cada 24 horas nos demais dias. As primeiras 

amostras recolhidas foram armazenadas no freezer e ao final do 4º dia as amostras 

foram filtradas com filtros 0,45 µm e analisadas em CLAE onde se pode determinar a 

quantidade de diuron extraído em cada amostra recolhida. Na etapa final desse 

procedimento foi realizada lavagem com metanol a cada 3 horas por um período de 

9 horas com a finalidade de retirar o excesso de acidez do MIP. A percentagem 

próxima de 97,5% indica que a extração do template foi eficiente e os 2,5% 

restantes deve-se provavelmente a degradação de diuron ou perdas que ocorreram 

durante o processo.  

 
 Figura 97 - Estudo de remoção de diuron em MIPMA-TRIM 
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33). Na Figura 98 pode ser visto claramente que dentre os pHs estudados, o pH 7,0 

foi o que apresentou maior adsorção e consequentemente maior afinidade pelo MIP. 

Os valores otimizados encontram-se destacados. 

 
Tabela 33 - Otimização dos parâmetros de análise dos MIPs 

pH 4 5 6 7 8 9 
massa (g) 10 15 20 25 30 35 

Solventes H2O MeOH:Fosfato Fosfato:ACN ACN MeOH MeOH: 
ACN:Fosfato 

Proporção (v/v) 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 Puro 
 
 
Figura 98 - Estudo de pH para os polímeros molecularmente impressos 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

Na otimização da quantidade de polímero foi observado que a adsorção de 

diuron aumentava conforme ocorria o aumento de massa de MIP, chegando a uma 

saturação em 30 mg na qual foi utilizada como valor ótimo para as análises de 

religação.  

 Assim, podemos através dos resultados apresentados, as melhores 

condições encontradas para análise de MIP foram: tampão 0,05 mol L-1 de tampão 

fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0, 30 mg de polímero e tempo de ensaio de 180 

minutos.  
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4.7.7 Estudos cinéticos de diuron em polímero de impressão 
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 análise, e para isto foram 

testados solventes mistos com constantes dielétricas distintas, como por exemplo, 

acetonitrila que possui uma constante dielétrica de 37,5 e água que possui constante 

dielétrica de 80. Sabe-se que quanto maior a constante dielétrica maior o caráter 

polar do solvente. Dentre as proporções (v/v) estudadas, destacaram-se a 1:1, 1:2 e 

1:3, v/v por apresentar uma religação do template sempre maior no MIP em relação 

ao NIP (Figura 99 B). As análises basearam-se na utilização de um tempo inicial de 

10 minutos até 240 minutos de adsorção, na qual sempre uma quantidade maior do 

template foi adsorvida pelo MIP em relação ao NIP. No tempo de 180 minutos 

ocorreu o máximo de adsorção do template, sendo assim escolhido como tempo 

ideal para as análises de religação. Assim, a utilização desse tempo é crucial para 

que ocorra maior adsorção de MIP em relação ao NIP, já que o NIP apresenta uma 

taxa de adsorção em torno de 30% de diuron.  

Figura 99 - Estudo cinético de diuron em MIP e NIP, usando o monômero ácido 

metacrílico em 0,05 mol L-1 de tampão fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 

7,0 em diversas proporções v/v: (A) 1/1, (B) 1/2 e (C) 1/3. 
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Esse mesmo procedimento de análise foi realizado com o monômero de 

menor interação com o substrato, ácido acrílico (AA) (Figura 100). Nesse estudo foi 

usada a melhor proporção de solvente e observou-se que a adsorção do template 

pelo MIP foi maior em relação ao NIP, mas com uma adsorção menor quando 

comparado com a adsorção do MIP sintetizado com ácido metacrílico (Figura 99 B). 

Os resultados obtidos deve-se provavelmente a baixa afinidade do analito pelo 

monômero, ocasionada pela formação de sitio de ligação não tão específicos. Deve-
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se enfatizar que os resultados obtidos nas análises de adsorção estão de acordo 

com os resultados obtidos nas simulações computacionais, na qual previa maior 

adsorção do MIP sintetizado com ácido metacrílico.  

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

monômero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

4.7.8 Estudos de afinidade para avaliar a eficiência do MIP para 
diuron 

Este estudo consistiu na construção de isotermas de adsorção, obtidas de 

análises em cromatográfia, que permitiram avaliar a quantidade máxima de 

substrato adsorvido pelo MIP e NIP. As condições usadas foram o tempo de 

adsorção de 3 horas e a proporção de solvente, 0,05 mol L-1 de tampão 

fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) pH 7,0, que foi usada no preparo da solução de diuron. 

O intervalo de concentração usado neste estudo variou de 10 a 180 ppm. Na Figura 

101 é apresentada a isoterma de adsorção dos polímeros avaliados em um gráfico 

que expressa a quantidade de diuron adsorvido por miligrama de polímero (Qe 

(mg/g)) vs a quantidade de diuron livre na solução (Ce (mg/L)).105 Verificou-se que a 

adsorção de diuron no MIP foi sempre maior que o NIP para os dois monômeros 
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empregados, e em todos os intervalos de concentração medidos. A adsorção do 

MIPMA apresentou maior adsorção do template que o MIPAA. 

 

Figura 101 -  Isotermas de adsorção dos MIP e NIP usando ácido metacrílico (MA) e 

ácido acrílico (AA). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Utilizando os modelos de isoterma de adsorção de Langmuir e Freundlich foi 

possível calcular os valores das constantes de ligação para cada polímero. 

  
Equação de Langmuir linearizada: 

 

 A equação de Langmuir linearizada foi aplicada para cada isoterma, obtendo 

curvas analíticas com 7 pontos e com coeficiente de correlação próximo a 1. Assim, 

podemos afirmar que a adsorção do MIPMA segue a adsorção de Langmuir (Figura 

102.105 
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Onde:       Ce = concentração de equilíbrio (mg L-1) de diuron na fase líquida. 

qe = concentração de equilíbrio (mg g-1) de diuron na fase sólida  

αL = constante de Langmuir (L mg-1) 

KL = constante de ligação de Langmuir (L g-1) 
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Os valores das contantes de ligação obtidas com a equação de Langmuir 

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

relação ao NIPMA (5,5 vezes mais) e ao MIPAA (3,2 vezes a mais) e NIPAA (7,2 vezes 

a mais) (Tabela 34).  

 
Tabela 34 - Valores das constantes de ligação (KL) obtida a partir da equação de Langmuir. 

 

Isoterma de Langmuir 

Constante (KL) 
Ácido 

metacrílico 
Coeficiente de 
correlação (R) 

Ácido 
acrílico 

Coeficiente de 
correlação (R) 

MIP 0,21 0,9981 0,066 0,9976 

NIP 0,038 0,9968 0,029 0,9964 

 
Figura 102 - Determinação da constante de ligação do polímero-diuron (KL) através 

da isoterma de Langmuir linearizada: (A) MIPMA, (B) NIPMA (C) MIPAA e (D) NIPAA 
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Equação de Freundlich linearizada:  
 O modelo de isoterma de Freundlich foi aplicado às analises usando a 

equação na forma linearizada, conforme Figura 103.105  
 
 

                          Equação 11 
 

Onde: 
qe= concentração de equilíbrio (mg g-1) de diuron na fase sólida,  

Kf= constante de ligação de Freundlich 

Ce= concentração de equilíbrio (mg L-1) de diuron na fase líquida. 

 
Figura 103 - Determinação da constante de ligação do polímero-diuron (KL) através 

da isoterma de Freundlich linearizada: (A) MIPMA, (B) NIPMA (C) MIPAA e (D) NIPAA  
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Observando os valores das constantes obtidas aplicando a equação de 

Freundlich, podemos dizer que a relação das constantes dos polímeros sintetizados, 

segue praticamente a mesma razão obtida na isoterma de Langmuir. Observando o 

coeficiente de correlação e os números de pontos utilizados para construir um perfil 

linear, concluímos que esse tipo de isoterma não é apropriado para a adsorção dos 

polímeros estudados (Tabela 35).  

 
Tabela 35 - Valores das constantes de ligação obtidas através do modelo de adsorção de 

Freundlich. 

Isoterma de Freundich 

Constante (KL) 
Ácido 

metacrílico 
Coeficiente de 
correlação (R) 

Ácido 
acrílico 

Coeficiente de 
correlação (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 detecção de diuron 
 A seletividade do MIP foi realizada na presença de dois agrotóxicos que 

possuem estrutura química semelhante ao template. Nessas análises foram 

avaliados os dois monômeros escolhidos para a pesquisa, ácido metacrílico (MA) e 

ácido acrílico (AA).   

 A partir dos gráficos da Figura 104, constatou-se que o MIP sintetizado com 

ácido metacrílico (MA) apresentou maior eficiência na adsorção que o ácido acrílico 

(AA). Também foi possível observar que as quantidades de diuron adsorvidas pelo 

MIP foram sempre maiores em todas as concentrações, em relação aos interferentes 

analisados (2,4-D e carbofurano). No intervalo de concentração de 100 ppm é 

visualizado que o MIPMA apresentou uma adsorção de 70 ppm de diuron, 23 ppm de 

carbofurano e 24 ppm de 2,4-D, enquanto para o MIPAA a adsorção foi de 30 ppm de 

diuron, 21 ppm de carbofurano e 23 ppm de 2,4-D. Esses resultados mostram que o 

MIPMA foi muito mais seletivo que o MIPAA, pois adsorveu quase 3,5 vezes mais 

diuron que se encontrava em solução. Esse perfil analítico foi também observado 

nas outras concentrações analisadas. 
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 Essa maior afinidade da molécula de diuron pelo MIPMA pode ser explicada 

provavelmente devido às cavidades complementares e seletivas da molécula de 

diuron formadas no MIP, na qual foi mais efetiva no MIPMA em relação ao MIPAA. 

 A seletividade de diuron frente à carbofurano e 2,4-D foi realizada através da 

avaliação da constante de distribuição (Kd), coeficiente de seletividade (CS) e 

coeficiente de seletividade relativo (CSR).155,156  

 
Figura 104 -  Gráficos representando a seletividade do MIP usando monômeros MA (A) e 

AA (B) em diferentes concentrações de diuron, carbofurano e 2,4-D 

 

 (A) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 
 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

0

20

40

60

80

100

23

17
13

8

3

21

17

12

6
4

30
28

23

11

6

C
 (

m
g

 L
-1
) 

a
d

s
o

rv
id

o
 e

m
 3

0
 m

g
 M

IP

 

 

10              25              50              75             100

C (mg L
-1
)

 Diuron

 Carbofurano

 2,4-D

0

20

40

60

80

100

24

19

11

2

8

23

14
17

7

2,7

70

59

40

20

8

10              25              50              75             100

 

 

C
 (

m
g
 L

-1
) 

a
d
s
o
rv

id
o
 e

m
 3

0
 m

g
 M

IP

C (mg L
-1
)

 Diuron

 Carbofurano

 2,4-D



Capítulo IV – Resultados e Discussões / 150 
_________________________________________________________________________________ 

 

 

Constante de distribuição (Kd) 
 

    [
     

  
]        

     
     Equação 12 

 

Coeficiente de seletividade (CS) 
         

   
           

                
       Equação 13 

 

Coeficiente de seletividade relativo (CSR) 
 

   
    

    
, também chamado de fator de impressão. Equação 14 

 

Onde: Ci, Cf, Vs e m (g) representam, respectivamente, a concentração inicial, final, 

volume da solução e massa de polímero. 

 

 Na Tabela 36 e 37 é apresentada a concentração em solução de cada 

agrotóxico e os valores dos parâmetros encontrados na qual permitiram a 

comparação do MIP e NIP na adsorção de diuron e outras espécies interferentes. 

Avaliando os resultados pode-se visualizar que o coeficiente de distribuição de 

diuron foi muito superior em relação à carbofurano e 2,4-D, principalmente em 

baixas concentrações onde maior parte de diuron é absorvido pelo MIP. O fator de 

impressão foi calculado e permitiu avaliar a seletividade do MIP através do 

coeficiente de seletividade relativo, cujos valores foram 2,8 vezes em relação à 

carbofurano e 3,7 vezes em relação 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).155,156 
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Tabela 36 – Concentração (C) de cada agrotóxico obtido no teste de seletividade 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 37 - Avaliação da seletividade do MIPMA para diuron e possíveis interferentes 

   

 Dessa forma, pode-se observar que os resultados indicam que o MIPMA 

apresentou maior capacidade de adsorção de diuron, como consequência da 

existência de nanocavidades de tamanho e forma equivalentes e tipo de interações 

específicas. A adorção não especifica que ocorreu no NIP foi similar para todos os 

compostos analisados.  

 

4.7.8.2 Aplicação do MIP em amostras de rios 
 Os resultados obtidos na análise de MIPMA e NIPMA em amostras de rios 

utilizando as condições otimizadas podem ser observados na Tabela 38. Neste 

estudo as adsorções de diuron em MIP foram sempre maiores que NIP, mostrando 

que a impressão molecular neste caso foi fundamental para se alcançar altas 

adsorções. A percentagem de adsorção de diuron nas condições 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.      

 

 

 

 

 

Agrotóxicos 
Cadicionada = 10 ppm 

Diuron 

Csobrenadante 

Carbofurano 

Csobrenadante 

2,4-D 

Csobrenadante 

MIPMA 2,0 7,3 6,9 

NIPMA 5,1 7,9 7,5 

Polímero 
Kd CS CSR 

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 
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Tabela 38 - Estudo de MIP em amostras ambientais (rios) 

 

 

4.7.9 Análise em extração em fase sólida usando MIP (MISPE) 
Análises em extração em fase sólida foram realizadas com MIPs como 

material adsorvente em cartucho C18 utilizando as melhores condições de análise. 

Em princípio, os MIP/NIP foram condicionados com soluções de passagem, 

primeiramente água deionizada e água deionizada / acetonitrila. Em seguida foi 

percolada por estes cartuchos uma solução de 100 mL de 0,1 mol L-1 

fosfato/acetonitrila (1:2, v/v) em pH 7,0 com uma concentração de 10 ppm de diuron 

em cartucho C18 a uma vazão de 1 ml por minuto. Os resultados obtidos nessas 

análises constataram maior quantidade de diuron na solução que foi percolada no 

NIPAA. E ao eluir uma solução 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 

análise dessa solução em CLAE. Os resultados obtidos com o MIP sintetizado com o 

monômero ácido metacrílico (MA) apresentou um desempenho satisfatório na pré-

concentração de soluções contendo 10 mg L-1 (ppm), enquanto o MIP contendo o 

monômero ácido acrílico apresentou um fraco desempenho na adsorção do 

template. 

 Na Tabela 39, observa-se que o diuron eluído não ficou eficientemente retido 

nos sítios de ligação do MIP, devido ao fato de no SPE ter sido utilizado um tempo 

de adsorção menor que o tempo otimizado de 3 horas.  

 
 

Amostra 
de águas 
de rios 

Adicionado / 
mg L-1 

MIP NIP 

Encontrado 
em solução /  

mg L-1 

Adsorvido 
pelo MIP /  

mg L-1 

Encontrado 
em solução /  

mg L-1 

Adsorvido 
pelo NIP /  

mg L-1 

nº 1 50 40,0% 60,0% 78,0% 22,0% 

nº 2 50 25,0% 75,0% 80,0% 20,0% 

nº 3 50 30,0% 70,0% 75,0% 25,0% 

nº 1 100 35,0% 65,0% 79,5% 20,5% 

nº 2 100 27,8% 72,2% 76,5% 23,5% 

nº 3 100 30,5% 69,5% 75,5% 24,5% 
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Tabela 39 - Resultado das análises da extração em fase sólida (SPE) para diuron, obtidos 

através do método oficial de análise (CLAE). 

 

Monômero 
Etapa 1: Passagem Etapa 2: Eluição 

MIP NIP MIP NIP 

Acido Acrílico 70% 80% 21% 13% 

Acido Metacrílico 35% 70% 57% 18% 

 

Analisando o monômero ácido metacrílico foi verificado na solução de 

passagem um valor de 3,5 mg L-1 de diuron, o qual corresponde a 35% da 

concentração da solução (10 mg L-1). Assim, na pré-concentração (10 vezes) era 

esperado ser encontrado uma concentração máxima de 65 mg L-1. O valor 

encontrado foi de 57 mg L-1 de diuron, que corresponde a 57% da concentração 

inicial. Embora este resultado esteja um pouco abaixo do esperado, os resultados 

obtidos mostram que o MIPMA-TRIM que possui impressão molecular apresentou 

melhores resultados que os outros polímeros. 

   
 

4.7.9.1 Determinação de diuron em águas de rios utilizando sistema 
MISPE 

  

 Na etapa de aplicação foi realizada uma mudança na proporção dos solventes 

com a finalidade de melhorar o rendimento do MIPMA-TRIM na adsorção de diuron. A 

proporção otimizada encontrada para este sistema foi acetonitrila/tampão fosfato 

1:3, v/v.  

Na amostra 1, por exemplo, foi encontrado um valor de 2,0 mg L-1 de diuron 

na solução de passagem, o qual corresponde a 20% da concentração da solução 

(10 mg L-1). Na etapa de pré-concentração (10 vezes) era esperado ser encontrado 

uma concentração máxima de 80 mg L-1. O valor encontrado foi de 75 mg L-1 de 

diuron, que corresponde a 75% da concentração inicial (Tabela 40). Os resultados 

obtidos com as duas amostras de rios foram muito satisfatórios mostrando que a 

impressão molecular permite a detecção sensível de diuron nesse tipo de matriz.  
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Tabela 40 - Resultado das análises da extração em fase sólida (MISPE) para diuron, obtidos 

através do método oficial de análise (CLAE).  

 

Amostras de águas de rios 
Etapa 1: Passagem Etapa 2: Eluição 

MIPMA-TRIM NIPMA-TRIM MIPMA-TRIM NIPMA-TRIM 

Amostra nº 1 20% 62% 75% 36% 

Amostra nº 2 23% 67% 73% 28% 

 

 

 Pode-se concluir que a mudança na proporção de solvente foi fundamental 

para obtenção de maiores adsorções de diuron, chegando a obter um rendimento 

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

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

chegando a obter adsorções de até 75% de diuron. 
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5. CONCLUSÃO 
 

5.1 Os sensores biomiméticos desenvolvidos como potenciais mimetizadores da 

enzima P450 para detecção dos agrotóxicos 2,4-D, diuron, carbofurano e do 

fármaco diclofenaco foram respectivamente os complexos cloro 5,10,15,20-

tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-porfirina ferro (III); o 29H,31H-ftalocianina-

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi níquel (II); a hemina e a 29H,31H-ftalocianina-

1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi cobre (II).  

 

5.1.1 As características analíticas 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 às outras metodologias de análise, que muitas vezes não apresentam todas 

essas características.  

 

5.2 A utilização de eletrodos descartáveis modificado com MWCNT-COOH permitiu 

realizar a determinação sensível 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 eletroquímicas 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 

óxido de grafeno incorporado na superfície dos sensores permitiu o aumento de ate 

14 vezes na sensibilidade dos sensores eletroquímicos desenvolvidos, 

demonstrando claramente a vantagem do uso desses materiais na superfície do 

eletrodo. Como exemplo temos o sensor biomimético para determinação 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 monômero ácidos metacrílico e com o agente de 

reticulação TRIM foi o que apresentou os melhores resultados nos estudos de 

religação de diuron no MIP, com adsorções de 4 a 5 vezes a mais que o polímero de 
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controle (NIP). É importante ressaltar que a funcionalidade da molécula molde 

permitiu a formação do complexo durante a pré-polimerização, permitindo assim a 

formação das nanocavidades seletivas para diuron. 

 

5.4.1 Os resultados obtidos nos estudos cinéticos foram importantes para a 

construção das isotermas de adsorção, e para os estudos de afinidade e 

seletividade do MIP. Quando aplicado o MIPMA-TRIM em amostras de rios, os 

resultados obtidos foram satisfatórios com adsorções do template pelo MIPMA-TRIM de 

até 70%.  

 

5.4.2 A utilização do MIP em extração em fase sólida (MISPE) e em estudos de 

adsorção (utilizando homogeneizador) mostrou que o MIP sintetizado neste trabalho 

é um material eficiente para ser utilizado com sucesso em amostras ambientais. 

Obtendo-se, no caso do MISPE valores de recuperação de diuron em águas de rios 

de 75% para o MIPMA-TRIM. Deve-se enfatizar que o MIPMA-TRIM desenvolvido é 

altamente vantajoso, visto que na literatura ainda não foi relatada nenhuma 

metodologia desse tipo na qual permita a determinação sensível e seletiva de 

diuron. 
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