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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O trabalho apresenta impactos importantes para a sociedade utilizando conceitos de
sustentabilidade, inovagao tecnolégica e valorizagao de residuos, pois esta alinhado
a diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) [1]. Dispositivos
eletroquimicos do tipo MIP que utilizam os aminoacidos glicina e leucina como
mondmeros ao invés de compostos sintéticos, com o método de eletrossintese
contribui e muito para o avango de tecnologias mais sustentaveis e menos
dependentes de polimeros sintéticos e consumo de reagentes, atendendo ao ODS 12
(Consumo e Producao Responsaveis). Isso reduz os impactos ambientais da sintese
quimica tradicional e promove o uso de compostos renovaveis [1]. A utilizagdo dos
sensores na quantificacdo dos bioprodutos monoramnolipideo e xilotriose, que sao
moléculas produzidas a partir de residuos da fruticultura, reforga estratégias de
valorizacdo de residuos agroindustriais, contribuindo para o ODS 9 (Industria,
Inovacgao e Infraestrutura) e o ODS 13 (Agéo Contra a Mudanga Global do Clima). Ao
quantificar esses compostos o trabalho favorece o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos mais controlados e eficientes, incentivando a transicdo para uma
bioeconomia sustentavel e circular [1]. A utilizagao de residuos da fruticultura também
esta alinhado ao ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel), pois ajuda a promover
redes produtivas mais eficientes e sustentaveis, com redugéo de desperdicios [1]. O
uso de sensores sensiveis e seletivos contribui para o controle de qualidade em
processos industriais e ambientais, impactando positivamente o ODS 6 (Agua Potavel
e Saneamento), pois possibilita o monitoramento de compostos em diferentes
matrizes [1]. A revisdo sobre o uso de aminoacidos como monémeros em sensores
MIP aumenta o conhecimento cientifico na area, incentivando o desenvolvimento de
novas tecnologias verdes e fortalecendo a pesquisa interdisciplinar. Esta pesquisa néo
apenas contribui para avancos cientificos, como também promove solugdes alinhadas
as demandas globais por sustentabilidade, inovagdo e uso eficiente de recursos

naturais.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This work presents important impacts for society using concepts of sustainability,
technological innovation, and waste valorization, as it is aligned with several
Sustainable Development Goals (SDGs) [1]. Electrochemical devices of the MIP type
that use the amino acids glycine and leucine as monomers instead of synthetic
compounds, with the electrosynthesis method, contribute significantly to the
advancement of more sustainable technologies that are less dependent on synthetic
polymers and reagent consumption, meeting SDG 12 (Responsible Consumption and
Production). This reduces the environmental impacts of traditional chemical synthesis
and promotes the use of renewable compounds [1]. The use of sensors in the
quantification of the bioproducts monorhamnolipid and xylotriose, which are molecules
produced from fruit farming waste, reinforces strategies for valorizing agro-industrial
waste, contributing to SDG 9 (Industry, Innovation and Infrastructure) and SDG 13
(Climate Action). By quantifying these compounds, the work favors the development
of more controlled and efficient biotechnological processes, encouraging the transition
to a sustainable and circular bioeconomy [1]. The use of fruit farming waste is also
aligned with SDG 2 (Zero Hunger and Sustainable Agriculture), as it helps to promote
more efficient and sustainable production networks, with a reduction in waste [1]. The
use of sensitive and selective sensors contributes to quality control in industrial and
environmental processes, positively impacting SDG 6 (Clean Water and Sanitation),
as it enables the monitoring of compounds in different matrices [1]. The review on the
use of amino acids as monomers in MIP sensors increases scientific knowledge in the
area, encouraging the development of new green technologies and strengthening
interdisciplinary research. This research not only contributes to scientific advances, but
also promotes solutions aligned with global demands for sustainability, innovation and

efficient use of natural resources.
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RESUMO

A producdo de residuos oriundos da fruticultura tem impulsionado o
desenvolvimento de estratégias sustentaveis para valorizar essa matéria-prima, sendo
a principal forma por meio da conversdo em bioprodutos de alto valor agregado, como
ramnolipidios e xilooligossacarideos. Nesse contexto, esta tese discute tanto o
desenvolvimento experimental de sensores eletroquimicos baseados em polimeros
molecularmente impressos (MIPs), com énfase no uso de aminoacidos como
mondémeros funcionais, quanto faz uma revisao critica a respeito da utilizacdo de
poliaminoacidos em sensores MIPs. Foram desenvolvidos dois sensores
eletroquimicos: (i) um sensor baseado em poliglicina eletropolimerizada sobre 6xido
de grafeno reduzido (rGO) para a determinagdo de monoramnolipidios (Mono-RHL) e
(i) um sensor baseado em polileucina eletropolimerizada, associado a rGO e
nanoparticulas de ouro para a deteccdo de xilotriose (X30S). Os sensores
apresentaram excelente desempenho analitico, com limites de detec¢do de 2,1 x 107"
e 1,4 x 10" mol L™" para i e ii respectivamente, ampla faixa linear de 5,0 x 10'*a 1,0
x 102 mol L' para Mono-RHL e de 0,5 x 10-'* a 4,0 x 10-'* mol L-" para a X308, alta
seletividade frente aos principais interferentes de cada classe. Ensaios em amostras
reais de ramnolipidios produzido via bioeletroquimica e xilooligossacaridios oriundos
de conversao enzimatica de residuos de pseudo-caule de bananeira, mostraram
elevadas taxas de recuperacao (proximas de 100%) e concordancia estatistica com
métodos cromatograficos, confirmando a aplicabilidade pratica dos dispositivos. Os
resultados reforcam o potencial dos poliaminoacidos como plataformas promissoras
para o desenvolvimento de MIPs mais sustentaveis e eficientes, contribuindo para o
avango de sensores eletroquimicos aplicados a valorizagdo de residuos e ao
monitoramento de bioprodutos, em consonancia com os principios da bioeconomia e
da quimica verde. Uma revisdo abrangente sobre o uso de poliaminoacidos na
construcdo de MIPs foi elaborada, mostrando seu potencial como alternativa
sustentavel aos mondmeros sintéticos tradicionais. A literatura mostra que esses
materiais oferecem elevada versatilidade quimica, biocompatibilidade, estabilidade
eletroquimica e diversidade de interagdes intermoleculares, favorecendo o
reconhecimento seletivo de diferentes analitos. Além disso, destaca-se o crescimento

recente dessa abordagem na area de sensores eletroquimicos, embora ainda existam



lacunas relacionadas a padronizagao de métodos, compreensdo dos mecanismos de

reconhecimento e ampliagcdo das aplicacgoes.

Palavras-chave: Sensores eletroquimicos; Polimeros molecularmente impressos;

Poliaminoacidos; Residuos da fruticultura; Nanomateriais.



ABSTRACT
The production of waste from fruit farming has driven the development of sustainable
strategies to valorize this raw material, the main method being through conversion into
high-value-added bioproducts, such as rhamnolipids and xylooligosaccharides. In this
context, this thesis discusses both the experimental development of electrochemical
sensors based on molecularly imprinted polymers (MIPs), with emphasis on the use of
amino acids as functional monomers. It provides a critical review of the use of
polyamino acids in MIP sensors. Two electrochemical sensors were developed: (i) a
sensor based on electropolymerized polyglycine on reduced graphene oxide (rGO) for
the determination of monorhamnolipids (Mono-RHL) and (ii) a sensor based on
electropolymerized polyleucine, associated with rGO and gold nanoparticles, for the
detection of xylotriose (X30S). The sensors demonstrated excellent analytical
performance, with detection limits of 2.1 x 107" and 1.4 x 107" mol L™ for i and ii
respectively, a wide linear range from 5.0 x 1074 to 1.0 x 1072 mol L™ for Mono-RHL
and from 0.5 x 107™"* to 4.0 x 107** mol L™ for X30S, and high selectivity against the
main interferents of each class. Assays on real samples of rhamnolipids produced via
bioelectrochemistry and xylooligosaccharides from enzymatic conversion of banana
pseudostem residues showed high recovery rates (close to 100%) and statistical
agreement with chromatographic methods, confirming the practical applicability of the
devices. The results reinforce the potential of polyamino acids as promising platforms
for the development of more sustainable and efficient MIPs (Multi-lron Sensors),
contributing to the advancement of electrochemical sensors applied to waste
valorization and bioproduct monitoring, in line with the principles of bioeconomy and
green chemistry. A comprehensive review on the use of polyamino acids in the
construction of MIPs was carried out, showing their potential as a sustainable
alternative to traditional synthetic monomers. The literature shows that these materials
offer high chemical versatility, biocompatibility, electrochemical stability, and diversity
of intermolecular interactions, favoring the selective recognition of different analytes.
Furthermore, the recent growth of this approach in the area of electrochemical sensors
is highlighted, although gaps still exist related to method standardization,

understanding of recognition mechanisms, and expansion of applications.

Keywords: Electrochemical sensors; Molecularly imprinted polymers; Polyamino

acids; Fruit farming waste; nanomaterials.
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1 FUNDAMENTAGAO TEORICA
1.1 Fruticultura

A fruticultura € um bracgo forte da agricultura mundial que contribui de forma
relevante para economia global, gerando empregos e colaborando para consolidar a
seguranga alimentar da populagao e o desenvolvimento da economia, principalmente
em paises tropicais e subtropicais. Mundialmente, a fruticultura cresce de forma
acelerada principalmente pelo aumento da procura por alimentos saudaveis e com o
minimo de processamento, como também, os seus derivados como sucos, polpas,
extratos e ingredientes alimentares [2]. Dentre os paises com maiores indices de
producdo, a China, india, Brasil, Estados Unidos e membros da Unido Europeia
aparecem como principais produtores com destaque para frutas como banana,

laranja, maca, uva e manga (Figura 1).
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Figura 1: Producao continental e global das culturas de maca, banana, uva, manga e
laranja. Fonte: adaptada de FAO, (2026).

O avanco mundial da fruticultura é impulsionado por uma infinidade de
inovagoes, entre as quais se destacam a agricultura de precisdo, o0 manejo estratégico
de pragas, os instrumentos de monitoramento e a automacao de processos. Da
mesma forma, muitos progressos estdo sendo feitos nos setores agricolas em torno

da producao de frutas para obter sucos, polpas e ingredientes [2]. Este fenbmeno esta
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relacionado a enorme producgao de residuos, que eventualmente constitui uma parte
importante de um problema ambiental global.

Os paises tém se voltado ao desenvolvimento de novas politicas ambientais
que buscam novas formas de reaproveitar seus residuos, utilizando de conceitos
como a sustentabilidade e biorrefinaria, conceitos atualmente indispensaveis.
Diversos estudos tém sido realizados com o propoésito de reutilizar residuos
provenientes de frutas e outros materiais organicos para gerar uma série de
compostos de interesse comercial, como os biocombustiveis [3], os biopolimeros [4],
os biossurfactantes [5], as enzimas [6], os oligossacarideos [7] e os compostos
bioativos [8]. As ferramentas baseadas em conversao por microrganismos biolégicos
e enzimatica vem se destacando pois possibilita desenvolver processos mais
sustentaveis, seletivos e compativeis com aplicacbes nas industrias alimenticia,
farmacéutica e de materiais, representando uma tendéncia consolidada no cenario
internacional [9-11].

Nacionalmente, a fruticultura destaca-se como uma das atividades da
agricultura mais relevantes, devido a diversidade de culturas que e pelo volume de
producao. O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de frutas com destaque
para culturas como banana, laranja e goiaba [12], onde a produgao esta distribuida
por todo pais, com forte impacto socioeconémico, especialmente na geragao de
empregos no meio rural e na agricultura familiar (Figura 2) [13].

O Brasil tem problemas na infraestrutura de producao e distribuicdo de seus
produtos, que acabam afetando o lucro e a qualidade do meio ambiente por gerar
grandes quantidades de residuos. Esses residuos sao produzidos nas etapas de
transporte, armazenamento e processamento [14,15]. Quando nao tratados
corretamente, podem contribuir para a geragao de gases de efeito estufa e contaminar
o solo e vias hidricas, gerando risco a saude humana e aos ecossistemas, além de
desperdicar composto de grande valor que possam ser originados desses residuos
[16].
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Figura 2: Levantamento da produgao nacional de banana, laranja e goiaba no ano de
2024. Fonte: Adaptado de IBGE, (2026).

Os residuos da banana, laranja e goiaba apresentam como composigao
quimica polissacarideos estruturais como celulose, hemicelulose e pectina, lignina,
compostos fendlicos, lipideos e acucares residuais, o que os tornam matérias-primas
promissoras para a obtencao de bioprodutos de alto valor agregado (Figura 3) [17,18].
Para a valorizagdo desses residuos, destacam-se os processos biotecnolégicos
baseados em conversdes enzimaticas e microbiolégicas que possibilitam maior
seletividade, condi¢cdes operacionais mais brandas e menor geragédo de subprodutos
indesejaveis. Essas abordagens estao inseridas no conceito de biorrefinarias, onde a
biomassa residual é transformada em diferentes bioprodutos de alto valor agregado
[19,20].
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Figura 3: Principais residuos e compostos quimico presentes nas culturas laranja,
banana e goiaba. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

1.2 Bioprocessos

Os bioprocessos sao ferramentas potentes que utilizam sistemas biolégicos
para a converter um residuo (matéria-prima) em novos produtos com aplicagéo e
importancia comercial. Podem ser obtidos por microrganismos, células ou enzimas e
esses processos sdo complexos com muitas etapas, como por exemplo, preparo do
meio, cultivo de microrganismos e purificacdo dos produtos. Esses sistemas sao
influenciados pelo pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio, que impactam
diretamente o metabolismo celular e a produtividade desses processos [21].

As biomassas lignoceluldsicas e os efluentes que sdo ricos em carbono tem
sido a principal escolha desses bioprocessos com objetivo de produzir novos
compostos produzidos a partir de residuos. Isso acaba contribuindo para reduzir os
problemas ambientais e ao mesmo tempo também agregam valor a residuos,
promovendo maior sustentabilidade nos processos produtivos e contribuindo para um
modelo econdmico sustentavel que utiliza recursos bioldgicos para produzir alimentos,

energia, materiais e servigos, a bioeconomia (Figura 4) [22,23].
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Figura 4: Esquema representando o ciclo que envolve a bioeconomia. Fonte: adaptado
de Ubando et al., 2020.

O desenvolvimento de ferramentas como engenharia metabdlica e biologia
sintética permite a modificagdo de microrganismos para otimizar rotas metabdlicas e
aumentar a eficiéncia de conversao das matérias-primas. Melhorias em biorreatores,
monitoramento em tempo real e estratégias de controle do processo tém favorecido e
tornado possivel a escalabilidade e reprodutibilidade dos bioprocessos [24,25]. A
intensificagcao dos processos por meio de sistemas continuos, imobilizagao celular e
co-cultivos microbianos, aliada a avancos em técnicas de downstream (como a
separagao por membranas e a extragdo verde), tém contribuido para tornar a
producao biotecnoldgica mais eficiente e economicamente viavel [26,27].

Os bioprodutos de alto valor agregado obtidos por conversao biolégica, como
os ramnolipidios (RHLs), os xilooligossacarideos (XOSs) e os polihidroxialcanoatos
(PHAs) tém ganhado destaque recentemente. Os RHLs s&o biossurfactantes com
aplicagdes ambientais e industriais, os XOSs atuam como prebidticos na industria
alimenticia, e os PHAs sao biopolimeros biodegradaveis considerados alternativas
sustentaveis aos plasticos convencionais [28-30]. Os bioprocessos tém, portanto,
papel central no desenvolvimento de solugdes sustentaveis, integrando inovagao
tecnoldgica, valorizagao de residuos e produgao de compostos de alto valor agregado.
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1.3 Bioprodutos da cultura da banana, laranja e goiaba.

Na cultura da banana, estima-se que a casca represente aproximadamente 30
- 40% do peso total da fruta, ndo levando em conta o pseudocaule e as folhas [31].
Esses residuos s&o ricos em celulose e hemicelulose, especialmente xilana,
constituindo uma matriz promissora para processos de conversao enzimatica [31]. A
hemicelulose pode ser explorada para a produgédo de XOSs, oligbmeros constituidos
por unidades de xilose ligadas predominantemente por ligagdes B-(1—4) [32,33]. Os
XOSs tém propriedades funcionais relevantes, sendo reconhecido principalmente pelo
efeito prebidtico, a resisténcia a digestdo no trato gastrointestinal superior e a
capacidade de estimular seletivamente o crescimento de microrganismos benéficos,
como bifidobactérias e lactobacilos, além de elevada estabilidade térmica e em ampla
faixa de pH, o que amplia suas aplicagdes nas industrias alimenticia e farmacéutica
[29].

De forma complementar, os residuos provenientes da citricultura,
especialmente da laranja, que correspondem a aproximadamente 45-60% da massa
total do fruto e incluem casca, bagago e sementes, tém sido direcionados para a
producdo de PHAs [34]. Esses biopolimeros biodegradaveis e biocompativeis sao
produzidos por microrganismos como material de reserva intracelular e apresentam
amplo potencial de aplicagdo em embalagens sustentaveis, dispositivos biomédicos e
materiais substitutos de plasticos convencionais [35,36]. A elevada disponibilidade de
carboidratos fermentaveis, acidos organicos e compostos soluveis nos residuos de
laranja torna essa biomassa particularmente atrativa como fonte alternativa de
carbono em processos fermentativos, contribuindo para a redugcdo dos custos de
producéo e para a valorizagédo de subprodutos agroindustriais.

De modo semelhante, os residuos gerados pela industrializagdo da goiaba, as
sementes que representam cerca de 6-12% da massa total do fruto tém sido
explorados como substratos para a producdo de RHLs [37]. Esses compostos sao
biossurfactantes de origem microbiana, amplamente reconhecidos por sua baixa
toxicidade, biodegradabilidade e elevada eficiéncia superficial. A composigéo rica em
acgucares residuais e matéria organica torna os residuos de goiaba adequados para
processos fermentativos conduzidos por microrganismos produtores de RHLs, como
espéecies do género Pseudomonas, possibilitando aplicagdes nas areas ambiental,

cosmética, farmacéutica e de remediagao de contaminantes [37].
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Assim, a valorizagao integrada dos residuos de banana, laranja e goiaba para
a producado de XOSs, PHAs e RHLs, evidencia o elevado potencial da fruticultura
brasileira como fonte estratégica de biomassa renovavel. Essa abordagem contribui
para a reducdo dos impactos ambientais associados ao descarte inadequado,
promove o desenvolvimento de bioprodutos sustentaveis e reforga a insergcédo do setor

agroindustrial nos principios da economia circular e da bioeconomia.

1.4 Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos sdo ferramentas analiticas usadas na determinacao
de uma ampla gama de compostos (Figura 5), caracterizados por alta sensibilidade,
baixos custos relativos de analise, resposta rapida e podem ser miniaturizados em
comparagao com outras abordagens analiticas, como cromatografia [38,39]. Esses
dispositivos convertem um processo quimico, como processo redox ou interagao
molecular, em um sinal elétrico detectavel, geralmente na forma de corrente, potencial
ou impedancia [40]. As principais técnicas utilizadas incluem voltametria ciclica (Cyclic
Voltammetry - CV), voltametria de pulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry -
DPV), amperometria e espectroscopia de impedancia eletroquimica (Electrochemical
Impedance Spectroscopy - EIS) [40,41], sendo esta ultima muito atil para

caracterizagdes interfaciais em superficies modificadas [41].

Sensores Eletroquimicos
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Figura 5: Tipos, caracteristicas e aplicagbes de sensores eletroquimicos. Fonte:
elaborada pelo préprio autor.
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Os sensores eletroquimicos tém avangado significativamente com o
desenvolvimento de novos materiais funcionais devidos as suas propriedades de
aumento de area superficial ativa, melhoria da transferéncia de carga e por permitem
maior controle sobre a interface eletrodo/solucao [42,43]. Materiais nanoestruturados
baseados em carbono, como grafeno, éxido de grafeno reduzido (Reduced Graphene
Oxide - rGO), fulereno e nanotubos de carbono vem ganhando destaque em sensores
eletroquimicos (Figura 6) [43,44]. Além deles, as nanoparticulas e 6xidos metalicos,
que sao modificadores utilizados em sensores, vem promovendo melhorias
significativas na sensibilidade e no limite de detec¢cdo desses dispositivos [42,45]. O
uso de compdsitos hibridos tem se mostrado uma estratégia eficaz para combinar
propriedades complementares, como condutividade elétrica, estabilidade quimica e

funcionalizag&o superficial [44].
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Figura 6: Nanoestruturas mais utilizados com modificadoras de sensores

eletroquimicos. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Outra tendéncia relevante é o avanco de sensores portateis e dispositivos
point-of-care, impulsionados pela integragdo com sistemas microfluidicos e
plataformas digitais [46,47]. A associagdo com tecnologias como smartphones e
sistemas vestiveis (wearables) tem ampliado as possibilidades de monitoramento em
tempo real, especialmente em areas como diagnadstico clinico, seguranga alimentar e

monitoramento ambiental [46,48]. Paralelamente, técnicas de fabricagdo como
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impressao 3D e screen-printing tém contribuido para a producdo em larga escala de
sensores descartaveis e de baixo custo [44].

Apesar desses avangos, um dos principais desafios no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos ainda reside na seletividade, especialmente em matrizes
complexas, onde interferentes podem comprometer a resposta analitica. Nesse
cenario, estratégias de modificagdo da superficie do eletrodo tornam-se fundamentais
para conferir reconhecimento especifico ao analito de interesse, € nesse contexto que
0s sensores baseados em polimeros molecularmente impressos ganham destaque
[49].

1.5 Polimeros molecularmente impressos

Os polimeros molecularmente impressos (Molecularly Imprinted Polymers -
MIPs), constituem uma classe de materiais sintéticos projetados para apresentar sitios
de reconhecimento molecular altamente especificos [50,51]. Esses materiais séo
obtidos por meio de um processo de polimerizagao realizado na presenga de uma
molécula molde (template), que interage com mondmeros funcionais antes da
formacéao da rede polimérica [52]. ApOs a etapa de polimerizagao e posterior remogao
do template, permanecem na matriz polimérica cavidades complementares em forma,
tamanho e distribuicdo de grupos funcionais a molécula alvo (Figura 7). Essas
cavidades funcionam como sitios seletivos de reconhecimento, permitindo que o

material apresente afinidade preferencial por determinadas moléculas [52,53].

Devido a essa caracteristica os MIPs s&o descritos como materiais que imitam
os sistemas biolégicos de reconhecimentos parecidos com anticorpos e enzimas
[49,54]. Os MIPs séao diferentes desses sistemas bioldgicos pois apresentam elevada
estabilidade quimica, térmica e mecanica, resisténcia a variagdes de pH e a presenca
de solventes organicos [49,55]. Os MIPs sao atrativos para aplicagdes em sensores
quimicos por essas propriedades, sendo empregados em extragdo em fase sodlida,
separagdes cromatograficas e liberagdo controlada de farmacos [55,56]. Outra
caracteristica relevante é a possibilidade de aumentar a seletividade, afinidade e
propriedades fisico-quimicas do material por meio da escolha adequada do mondémero

funcional, do agente reticulante e das condi¢des de polimerizagao [54].
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Figura 7: Representacao de um sistema MIP voltado para plataformas eletroquimicas.
Fonte: Adaptada de Dmitrij Gritsok, et al., (2025).

Em relacdo a utilizacdo de polimeros, destacam-se inumeros trabalhos
utilizando polianilina, polipirrol, acido metacrilico, entre outros monémeros sintéticos
pelas suas caracteristicas de formacgao de filme e condutividade [42,43]. Uma nova
classe de polimeros vem sendo estudada, os poliaminoacidos (PAAs) que sao
formado a partir de um monémoro funcional (Functional Monomer — FM) que seja um
aminoacido (AA). Esses polimeros apresentam propriedades interessantes para a
determinagdo analitica, como biocompatibilidade, estabilidade eletroquimica,
propriedades eletro-6pticas e grupos funcionais laterais [44].

Na determinagao de diversos analitos, os MIPs tém sido utilizados devido as
suas caracteristicas que contribuem para a quantificacdo em baixos niveis e com alta
seletividade. Dentro dessa classe, os polimeros molecularmente impressos por
eletropolimerizagao (e-MIPs) tém se destacado pela praticidade de execucgéao e pelas
propriedades de controle da espessura e homogeneidade do filme polimérico formado
[50,51,57]. Os e-MIPs tém sido amplamente utilizados recentemente em diversos tipos
de sensores, sendo esse tipo de eletrodo construido pela eletropolimerizagdo de um
FM juntamente com o analito em estudo na superficie de um eletrodo, extraindo-se

posteriormente o analito e deixando sua cavidade impressa [52].
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1.6 Biopolimeros

Atualmente, a sustentabilidade e a preservagdo ambiental assumem papel
central no avancgo da ciéncia, devendo ser consideradas como principios orientadores
na busca por conhecimento e no desenvolvimento de novas tecnologias essenciais
ao progresso humano. No contexto do desenvolvimento de novas plataformas
eletroquimicas voltadas a criagdo de metodologias analiticas, € amplamente
consolidado o uso de moléculas passiveis de polimerizagdo para a modificagao de
superficies eletrodicas. Nesse cenario, e alinhado aos principios da sustentabilidade
e da bioeconomia, a substituicio de monémeros sintéticos por compostos naturais ou
renovaveis, como o0s biopolimeros, tem ganhado destaque na area de

desenvolvimento de sensores eletroquimicos ambientalmente mais favoraveis [58].

Os biopolimeros sdo macromoléculas que podem ser obtidas a partir de fontes
renovaveis, incluindo polissacarideos, poliésteres microbianos, proteinas,
poliaminoacidos, nucleotideos e acidos nucleicos (Tabela 1) [59]. Esses materiais tém
despertado crescente interesse devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade
e versatilidade quimica. Dentro dessas classes, diversas moléculas vém sendo
amplamente exploradas na construgdo de sensores baseados em impressao
molecular. Nesse contexto, o trabalho de revisdao de Cowen et al. (2025), destaca
cerca de 20 estudos voltados ao desenvolvimento de sensores baseados em MIPs,

evidenciando a relevancia desses biopolimeros nessa area [59].

Dentre as diferentes classes de biopolimeros, a quitosana destaca-se como o
material mais amplamente empregado na construgao de sensores baseados em MIPs,
sendo aplicada na deteccdo de uma ampla variedade de analitos, desde herbicidas
[60] até potenciais farmacos [61]. Além disso, sensores baseados em impressao
molecular também tém sido desenvolvidos para a deteccdo de microrganismos,
construindo dispositivos conhecidos como BIPs (Bacterial Imprinted Polymers), como
demonstrado no trabalho de Hassan et al. (2026), que reporta a detecgéo de Brucella
abortus utilizando polidopamina, um biopolimero bioinspirado [62]. Por outro lado, os
PAAs, também denominados polipeptideos, destacam-se por apresentarem uma
grande diversidade de grupos funcionais, capacidade de modulagdo de carga em
funcdo do pH e habilidade de formar estruturas secundarias e terciarias organizadas

[63]. Essas caracteristicas conferem elevada capacidade de interacdo molecular,
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tornando esses materiais particularmente promissores para aplicacbes em

biomateriais [64], sensores quimicos [65] e sistemas responsivos [66].

Tabela 1: Classes e principais moléculas presentes nos biopolimeros.

Classes Principais moléculas
Glucanos e Celulose (Amido, Dextrano, Dextrina, Celulose,
Polissacarideos Ciclodextrinas); Quitosana; Alginato; Agarose; Glucomanano;

Tragacanto; Goma tara.
Poli(3-hidroxibutirato); Polihidroxivalerato; Poli(3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato); Polihidroxihexanoato

Poliésteres microbianos

Bioinspirados Polidopamina; Acido Tanico
Proteinas Albumina; Gelatina; Seda; Zeina; Queratina
Nucleot|d|o§ € 4cidos Oligonucleotideos; Aptameros
nucleicos
Poliaminoacidos a-aminoacidos protéicos

Fonte: Adaptado de Cowen, et al., (2025).

1.7 Poliaminoacidos (PAAs)

Os PAAs sdo compostos formados pela repeticao de unidades de aminoacidos
conectadas por ligagbes peptidicas, constituindo uma importante classe de
biopolimeros. Esses materiais podem ser obtidos por sintese quimica, processos
biotecnolégicos ou por meio de sintese eletroquimica, e apresentam propriedades
estruturais e funcionais semelhantes as das proteinas naturais [67,68]. De modo geral,
sua formagao ocorre por meio da reagdo de condensagao entre o grupo amino (—=NH)
de um aminoacido e o grupo carboxila (~COOH) de outro, liberando agua no processo
(Figura 8), resultando na formacao de uma ligagdo amida conhecida como ligagao
peptidica [69]. Essa estrutura polimérica confere aos PAAs caracteristicas como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e elevada diversidade funcional, uma vez que
suas propriedades dependem diretamente da natureza das cadeias laterais dos

aminoacidos que compdem a cadeia polimérica [69].

0 0 0O R
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n

Figura 8: Reacéo peptidica, formacao de PAAs. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Os AAs que compdem proteinas e poliaminoacidos biolégicos correspondem,

em sua maioria, aos 20 a-aminodacidos protéicos. Essas moléculas apresentam uma
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estrutura geral comum composta por um carbono central, denominado carbono a,
ligado a quatro substituintes distintos: um grupo amino (—=NH,), um grupo carboxila (—
COOH), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral variavel denominado grupo R
(Figura 9) [70]. Essa cadeia lateral é responsavel pelas diferengas estruturais,
quimicas e fisico-quimicas entre os aminoacidos, influenciando propriedades como
polaridade, hidrofobicidade, carga elétrica e capacidade de estabelecer interacdes
intermoleculares. Em solugdo aquosa, os aminoacidos geralmente se encontram na
forma zwitteribnica, na qual o grupo amino esta protonado (—NHs*) e o grupo carboxila
desprotonado (—COQ™), condigdo que contribui para sua estabilidade estrutural e

comportamento acido-base [70].

Os AAs podem ser classificados de diferentes maneiras dependendo do critério
adotado (Tabela 2). Uma das classificagdes mais utilizadas baseia-se na estrutura
quimica da cadeia lateral, que inclui aminoacidos alifaticos, aromaticos, contendo
enxofre, hidroxilados, amidas, acidos e basicos [70]. Outra forma de classificagcao
considera o destino metabdlico, dividindo-os em aminoacidos glicogénicos,
cetogénicos ou mistos. Do ponto de vista nutricional, podem ser classificados como
essenciais, quando nao sao sintetizados pelo organismo humano e devem ser obtidos
pela alimentagao, ou ndo essenciais, quando podem ser produzidos metabolicamente
[2]. Uma classificagdo amplamente empregada em estudos de bioquimica e ciéncia
de materiais baseia-se na polaridade da cadeia lateral, distinguindo aminoacidos
apolares, polares nao carregados, carregados negativamente (acidos) e carregados
positivamente (basicos) [70]. Essa diversidade estrutural e funcional é fundamental
para determinar as propriedades quimicas e fisico-quimicas dos poliaminoacidos e de

outros sistemas biomoleculares derivados.
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Figura 9: Estrutura geral e os 20 AAs formadores de proteina. Fonte: elaborada pelo
préprio autor.

Todas essas propriedades dos PAAs os tornam excelentes materiais com
diversas aplicabilidades, dentre elas em engenharia de tecidos, carreadores de
medicamentos, revestimentos inteligentes, sensores eletroquimicos e sistemas MIPs
baseados em matriz biopolimérica. De todas essas, destaca-se a aplicacdo em
sistemas MIPs, na qual a utilizagdo dos aminoacidos como monémeros funcionais
vem crescendo recentemente e demonstra resultados consolidados na literatura com
uma ampla margem de novas possibilidades de uso, uma vez que ainda ha uma
variedade de aminoacidos a serem utilizados dentro desse tipo de plataforma

eletroquimica (Figura 10).



Tabela 2: Diferentes classificagdes existentes para os AAs.

Classificagcoes

Aminoacidos Estrutura quimica Destino Nutricional Polaridade
(Grupo R) Metabdlico (Grupo R)
Alanina Alifatico Glicogénico Nao essencial Apolar
Arginina Basico Glicogénico N&o essencial Polar/Positivo
Asparagina Amida Glicogénico Néao essencial Polar/Neutro
Acido aspartico Acido Glicogénico Nao essencial Polar/Negativo
Cisteina Com Enxofre Glicogénico Nao essencial Polar/Neutro
Acido Glutamico Acido Glicogénico Nao essencial Polar/Negativo
Glutamina Amida Glicogénico Néao essencial Polar/Neutro
Glicina Alifatico Glicogénico Nao essencial Apolar
Histidina Basico Glicogénico Essencial Polar/Positivo
Isoleucina Alifatico Misto Essencial Apolar
Leucina Alifatico Cetogénico N&o essencial Apolar
Lisina Basico Cetogénico Essencial Polar/Positivo
Metionina Com Enxofre Glicogénico Essencial Apolar
Fenilalanina Aromatico Misto Essencial Apolar
Prolina Alifatico Glicogénico N&o essencial Polar/Neutro
Serina Hidroxilado Glicogénico Néao essencial Polar/Neutro
Treonina Hidroxilado Misto Essencial Polar/Neutro
Triptofano Aromatico Misto Essencial Apolar
Tirosina mg:;jﬁ:gé Misto Né&o essencial Apolar
Valina Alifatico Glicogénico Essencial Apolar

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

De acordo com o levantamento apresentado na Figura 10, feito entre os anos
2000 e 2026 na base de dados da Science Direct utilizando os termos “electrochemical
sensor" ou "electrochemical biosensor" e "polyamino acid" ou "poly(amino acid)" e
"modified electrode" ou “electropolymerization” ou "electrode modification”, listando
apenas artigos de pesquisa e artigos de revisdo na data de 19 de maio de 2026,
podemos verificar a utilizagdo de PAAs em dispositivos evidenciando que esses
compostos tém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de diferentes tipos de
sensores eletroquimicos (Figura 10A) com um total de 5482 resultados. Entretanto,
buscando de forma mais especifica e manual nas bases de dados Science Direct e
Web of Science, em todos os anos, restringindo especificamente ao emprego de PAAs

em sensores baseados em MIPs, o numero de publicagbes € significativamente
menor, totalizando apenas 26 trabalhos, conforme mostrado na Figura 10B.
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Figura 10: Histograma de avaliacdo de sensores com uso de filmes de PAAs (A),
PAAs aplicados em sensores MIPs (B), e levantamentos dos AAs que foram utilizados
em sensores MIPs (C). Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Além disso, a analise desses estudos revela que nem todos os aminoacidos
foram explorados como monémeros ou unidades poliméricas em sensores MIP,
evidenciando lacunas importantes na literatura. Como ilustrado na Figura 10C, ainda
existem aminoacidos que nao foram investigados nesse contexto, indicando
oportunidades relevantes para o desenvolvimento de novos materiais e estratégias de

impressao molecular.

1.8 MIPS com poliaminoacidos

No desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados em MIPs, os
mondémeros funcionais desempenham papel fundamental na formacao dos sitios de
reconhecimento, sendo eles responsaveis pelas interacdes iniciais com o analito
durante o processo de impressdo molecular. Normalmente, monémeros sintéticos
como acido metacrilico, anilina, pirrol e outros compostos vinilicos tém sido
amplamente utilizados na preparacdao desses materiais [71,72]. Porém, buscando

alcangar os principios da quimica verde, observa-se um crescente interesse na
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utilizacdo de monémeros derivados de fontes naturais como os biopolimeros, inclusive

poliaminoacidos (PAAs).

Neste sentido, esta revisdo discute as caracteristicas e propriedades dos
aminoacidos, com base na classificacdo segundo a polaridade do grupo R, quando
aplicados como monémeros na construgdo de sensores do tipo MIP. O objetivo é
identificar possiveis padrbes e comportamentos que contribuam para esclarecer
aspectos importantes, como a escolha mais adequada de um determinado
poliaminoacido para o reconhecimento de analitos especificos, bem como
compreender de que forma essa diversidade de moléculas pode influenciar o
desempenho analitico dos sensores, tomando como base, pontos como técnicas de
polimerizagcdo, pHs envolvidos no processo, materiais modificadores, Relagéo

mondémero/analito e tipos extragao.

Poliaminodcidos em MIPs -‘
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Grafico 1: Aminoacidos como blocos de construgao para sensores molecularmente
impressos de alta performance. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

1.9 Propriedades dos aminoacidos
O ponto isoelétrico (pl) € um parametro-chave, pois define a carga elétrica do
aminoacido em funcédo do pH, influenciando a adsorgcédo no eletrodo, as interagdes
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eletrostaticas com o analito e a orientagdo durante a polimerizagao [73]. Ja o indice
de hidropatia, proposto por Kyte e Doolittle, descreve o carater hidrofébico ou
hidrofilico das cadeias laterais, sendo determinante para a afinidade com o analito,
formacgédo de microambientes e balanco entre interagdes hidrofébicas e Ligagdes de
hidrogénio [74].

Tabela 3: Principais propriedades dos aminoacidos.
Valores de pKa

Massa

Aminoacido molecular ka (- PK: pl if\dice d?
(M) pki(-COOH) R (grupo hidropatia
R)
Apolares
Glicina 75 3,34 9,60 5,97 -0,4
Alanina 89 2,34 9,69 6,01 1,8
Prolina 115 1,99 10,96 6,48 -1,6
Valina 117 2,32 9,62 5,97 4,2
Leucina 131 2,36 9,60 5,98 3,8
Isoleucina 131 2,36 9,68 6,02 4,5
Metionina 149 2,28 9,21 5,74 1,9
Triptofano 204 2,38 9,39 5,89 -0,9
Fenilalanina 165 1,83 9,13 5,48 2,8
Polares Neutros
Serina 75 3,34 9,60 5,97 -0,4
Treonina 89 2,34 9,69 6,01 1,8
Cisteina 115 1,99 10,96 6,48 -1,6
Asparagina 117 2,32 9,62 5,97 4,2
Glutamina 131 2,36 9,60 5,98 3,8
Tirosina 181 2,20 9,11 10,7 5,66 -1,3
Polares carregados positivamente
Lisina 146 2,18 8,95 10,53 9,74 -3,9
Histidina 155 1,82 9,17 6,00 7,59 -3,2
Arginina 174 2,17 9,04 12,48 10,76 -4,5
Polares carregados positivamente

Aspartato 133 1,88 9,60 3,65 2,77 -3,5
Glutamato 147 2,19 9,67 4,25 3,22 -3,5

Fonte: Adaptada de Lehninger (2001).
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Em geral, aminoacidos hidrofébicos favorecem analitos apolares ou
aromaticos, enquanto os hidrofilicos interagem melhor com espécies polares ou
carregadas, havendo ainda maior compatibilidade entre moléculas com hidropatia
semelhante (Tabela 3) [75].

Assim, a combinacédo entre pl e indice de hidropatia constitui uma base
fundamental para o design racional de MIPs, pois controla tanto o tipo de interagcéo
predominante quanto a organizagao estrutural do polimero, sendo o pH um fator
decisivo para modular simultaneamente a carga do monémero, a ionizagao do analito

e a eficiéncia da formagao das cavidades impressas.

1.10 Formacgao dos MIPs

Os MIPs podem ser sintetizados por diferentes métodos de polimerizacao, que
influenciam diretamente suas propriedades estruturais e desempenho analitico. A
polimerizagao em massa € simples, porém gera particulas heterogéneas [54-56,76],
enquanto métodos como precipitacdo e suspensdo permitem melhor controle de
tamanho e maior area superficial [56,76]. Técnicas como emulsdo, impressdo em
superficie e sol-gel sao utilizadas para otimizar a acessibilidade dos sitios de
reconhecimento e a estabilidade dos materiais [56,76,77]. A eletropolimerizagao, que
possibilita a formacgao controlada de filmes diretamente sobre eletrodos, oferece alta
reprodutibilidade, melhor transferéncia de carga e elevada sensibilidade, sendo

especialmente promissora para sensores eletroquimicos [77].

A eletropolimerizagado de aminoacidos tem se destacado como uma estratégia
eficiente para a obtencdo de MIPs (e-MIPs), especialmente em sensores
eletroquimicos, devido a formacéao direta de filmes finos sobre o eletrodo com controle
de espessura, morfologia e sitios ativos. Esse método permite a sintese in situ na
presenga do analito molde, favorecendo cavidades organizadas e acessiveis, além de
ser rapido, limpo e versatil [77]. Nesse processo, a oxidagao eletroquimica do
mondmero gera espécies reativas que formam homopolimeros desordenados, cuja
estrutura depende das condigbes experimentais (potencial, ciclos, pH e eletrdlito),
sendo essa “desordem controlada” essencial para a criagdo de microambientes

capazes de interagir com o analito por multiplas forgas ndo-covalentes [77].
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1.11 Parametros fundamentais
1.11.1 Formacgao dos polimeros

A relagao quimica entre o monémero e o analito é outro ponto que influencia
na performance do sensor, sendo a etapa de pré-organizagdo dos arranjos estruturais
que formaréo as cavidades especificas. Essa variagdo € importante principalmente
devido aos tipos de interagdes que podem ocorrer para a formagdo da matriz
polimérica como por exemplo: ligagao de hidrogénio, eletrostaticas, hidrofdbicas e
interacbes ™ — 1, sendo a concentragdo um ponto primordial no resultado da
impressao molecular. As analises pela Teoria do Funcional da Densidade (Density
Functional Theory — DFT) sdo de grande ajuda para a compreensao das interacoes
mais favoraveis energeticamente entre os compostos, sendo, portanto, muito util na

etapa de escolha do monémero e pré-organizagéo da matriz polimérica.

1.11.2 Extragao do analito

A etapa de extragdo, assim como a formacao do filme, € essencial e
determinante na construg¢ao de plataformas baseadas em MIPs, sendo fundamental
para a remocao eficiente do analito molde e para a preservacao das cavidades
especificas formadas [54]. Essa etapa esta diretamente relacionada a seletividade do
sensor e as suas figuras de mérito analiticas [78]. Uma extracdo incompleta do analito
compromete a seletividade e a capacidade de religacdo, uma vez que sitios de
reconhecimento permanecem ocupados. Condi¢cdes de extragdo agressivas podem
levar ao colapso do filme, a reorganizacao da rede polimérica e a perda da orientagcéao
dos grupos funcionais, o que resulta em menor especificidade da cavidade de
reconhecimento [79]. Além disso, a etapa de extracao exerce influéncia direta sobre a
cinética de extragéo e religacdo do analito no sensor, pois afeta a acessibilidade dos
sitios de reconhecimento e a difusdo do analito na matriz polimérica. Como
consequéncia, processos de extracdo inadequados podem resultar em aumento do

tempo de resposta e redugao da eficiéncia de religagao [56].

As principais estratégias de extracdo em MIPs incluem o uso de solventes
puros, solventes modificados (por exemplo, com ajuste de pH ou adigdo de agentes
disruptores), ultrassom, métodos eletroquimicos e variagdes de pH [80]. A escolha do

método deve ser compativel com o tipo de interacdo predominante entre mondmero e
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analito, especialmente em sistemas baseados em poliaminoacidos, nos quais

multiplos mecanismos de interagao coexistem.

Para avaliar a eficiéncia de um processo de extragao, além de levar em conta
o tipo de interacdo da matriz polimérica e o analito, alguns parametros como tempo
de extragao, estabilidade (intradia e interdia) e os coeficientes a e B de seletividade
sdo empregados como critérios de avaliagao [81]. O Coeficiente a é chamado de fator
de impressado, onde ha uma relacdo ente o MIP e o controle NIP, enquanto o
coeficiente B € chamado de fator de seletividade e avalia uma relagdo em entre o
analito e seus interferentes (equacdes 6 e 7) [82]. Na Tabela 4, € mostrado os valores

retirados da literatura para cada parametro mencionado [56,83,84].

Tabela 4: Valores extraidos da literatura para os parametros a e 3 de seletividade.

Coeficiente a Coeficiente
(Fator de impressao) (Seletividade)
Valores Valores
Relagao Relagao
MIP vs. NIP Analito vs. interferente
a=1 Sem efeito de impressao B=1 Sem seletividade
1<a<? Efeito de impressao baixo a 1<g<2 Seletividade baixa
moderado
2<as<5h Bom desempe_nho (impressao 2<Bs<5 Boa seletividade
eficiente)
a>5 Excelente, alta capacidade de B>5 Alta seletividade

reconhecimento

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

1.11.3 Religagdo do analito

A religagdo do analito em MIPs € um processo fundamental que reflete a
eficiéncia dos sitios de reconhecimento formados durante a sintese. Apds a remogao
do analito cavidades especificas permanecem na matriz polimérica permitindo o
reconhecimento seletivo do analito alvo. Esse processo € geralmente governado por
interagdes nao-covalentes, como Ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas,
forcas de van der Waals e interagdes 11—, sendo altamente dependente do meio, pH
e forga ibnica [55,56].
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A cinética de religacdo € influenciada pela morfologia do polimero e pela
acessibilidade dos sitios ativos. MIPs com sitios superficiais ou estruturas porosas
tendem a apresentar tempos de resposta mais rapidos, enquanto materiais obtidos
por polimerizagdo em massa podem apresentar limitagcdes difusionais devido a
localizagdo dos sitios no interior da matriz [56,76]. Dessa forma, estratégias como
impressao em superficie e controle da porosidade tém sido amplamente empregadas

para melhorar a eficiéncia de religagao e a capacidade de adsorgao [76,77].

A seletividade durante a religagao € um dos principais diferenciais dos MIPs em
relacdo a materiais ndo-impressos, sendo frequentemente avaliada por estudos de
adsorcao competitiva. A afinidade preferencial pelo analito molde ocorre devido a
complementaridade estrutural e a disposigéo espacial dos grupos funcionais nos sitios
impressos, permitindo discriminar moléculas estruturalmente semelhantes [54,55].
Esse comportamento é essencial para aplicagbes em sensores, separagdes e

extracdes seletivas.

Em aplicacdes eletroquimicas e fotoeletroquimicas, a etapa de religagao esta
diretamente associada a resposta analitica do sensor, uma vez que a interagao do
analito com os sitios impressos modula propriedades como corrente, potencial ou
impedancia. A eficiéncia desse processo impacta diretamente parametros como
sensibilidade, limite de deteccdo e tempo de resposta, sendo a otimizagdo da
religacao um fator chave no desenvolvimento de dispositivos analiticos baseados em
MIPs [77].

1.12 MIPS com aminoacidos apolares

Os AA apolares sao aqueles que nao apresentam polaridade significativa no
seu grupamento R. Dentro desta classe estdo a glicina (Gly), alanina (Ala), leucina
(Leu), isoleucina (lle), valina (Val), prolina (Pro), metionina (Met), fenilalanina (Phe) e
triptofano (Trp) que tem algumas caracteristicas e propriedades similares entre elas
(Tabela 3). Todos sao alifaticos (exceto a Phe e Trp), constituidos majoritariamente
por hidrocarbonetos (com excegao da Met com um grupo metiltio e o Trp com grupo
NH) e sédo considerados hidrofébicos de acordo com os valores positivos no indice de
hidropatia, tendem ocorrer no interior das proteinas, estabilizando a estrutura proteica

pelas interagdes hidrofébicas. Por ndo possuir grupos funcionais com diferenca de



50

polaridade nas ramificagbes R, seus valores de ponto isoelétrico (pl) s&o muito
préximos ficando entorno de 6,0, tendo apenas dois valores pka dos grupos amino e
carboxilico. Desta classe, apenas 5 trabalhos foram relatados sendo 2 utilizando a P-
Gli, um para a P-Phe, um usando P-Leu e o outro para a P-Met em sensores

eletroquimicos do tipo MIP (Tabela 5).

Em um artigo de 2025, um sensor eletroquimico para a quantificagdo de um
biosurfactante (Mono-RHL) foi descrito utilizando uma plataforma de GCE com
camada de rGO sobre a qual foi eletropolimerizado um MIP com a P-Gli. O limite de
deteccao obtido foi de 2,1 x 10-'* mol L', aplicado em uma amostra produzida em um
sistema bioeletroquimico [85]. Outro ponto importante deste trabalho diz respeito a
seletividade obtida, conseguindo discriminar o Mono-RHL do segundo principal
composto produzido, o Di-RHL. Em outro trabalho, utilizando a glicina
eletropolimerizada, um sensor eletroquimico a base de grafite de lapis foi
desenvolvido para quantificar a amarelo crepusculo, um corante sintético utilizado na
industria alimenticia, foi descrito obtendo um limite de detecgéo de 0,75 x 106 mol L™’
e aplicado em amostra de extrato de tomate. Além disso, 0 sensor se mostrou seletivo
para diversos compostos como glicose, acido benzoico, tartrazina e amarelo limao
[86].

Para a fenilalanina, um eletrodo de carbono serigrafado foi escolhido como
substrato recebendo diretamente a eletropolimerizacédo da L-Phe para a quantificacéo
de paracetamol, um farmaco muito utilizado para a retirada de dor. O sensor obteve
um limite de detecgdo de 30 x 10° mol L' sendo aplicada em amostras de agua
fortificadas, o dispositivo foi seletivo diferenciando diversos outros medicamentos e

compostos [87].

Para a Leucina, um eletrodo a base de GCE modificado com rGO e AuNPs foi
utilizado como substrato para a matriz polimérica de P-Leu (segéo 3.6). A faixa linear
de trabalho foi de 0,5 x 10-"* a 4,0 x 10" mol L' obtendo um limite de detecgdo de
1,4 x 10" mol L-'. Além disso, o sensor se mostrou seletivo para xilotriose (X30S)
frente os principais interferentes presentes em amostras de XOSs, onde o mesmo foi
aplicado. Por fim, um sensor a base de GCE revestido com um material metalorganico
(Metal-Organic Framework — MOF) de Ni com ligante biolégico de asparagina, foi
utilizado como substrato para a eletropolimerizacado de P-Met para quantificar o
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diclofenaco. O limite de detecgdo do sensor foi de 0,17 x 107'2 mol L-! sendo aplicado
em amostra de soro sanguineo humano e comprimidos, demonstrando uma excelente
performance analitica. Em relacdo a seletividade, o estudo mostrou que
concentragbes mais elevadas dos interferentes afetam a performance analitica do

sensor [88].

Tabela 5: Aminoacidos apolares em sensores MIPs.

AA Eletrodo Analito (mlt;ID L) I(r::‘iﬁvf_h? Amostra Ref.
-14
N GCE"%%@PO'V( Mono-RHL  2,1x10-1 ?’8§18_12 RHLs [85]
I 3
Amarelo % 2x108 Molho de
MIP-Gly/PGE crepusculo 0,75x10 1,010+ tomate [86]
0,2x106 Agua
-9 )
Phe SPCE/MIP Paracetamol  30,0x10 1.3%10 Fortificada [87]
Soro
Ni-Bio-MOF/ , 1 1,0x10712 sanguineo
Met MIP-PL-Met Diclofenaco  0,17x10 5.0x10-10 humano [88]
Comprimidos
GCE/rGO/Au/P- S 15 0,5x10™*  Xilooligossacar Iltem
Leu Leu@MIP Xilotriose 1,410 4,0x10-1 ideos 422

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

1.12.1 Polimerizagao

Todos os MIPs dessa classe foram obtidos por eletropolimerizacdo como
estratégia para a formagao de cavidades especificas, sendo a voltametria ciclica (CV)
a técnica empregada nesse processo. No que se refere a eletropolimerizagao da
glicina, o sensor desenvolvido para monoramnolipideo (Mono-RHL) apresentou como
condicdo experimental a aplicacdo de 9 ciclos de varredura, nos quais foi observada
a diminuigédo da corrente com o aumento do numero de ciclos, indicando a formagao
progressiva de um filme mais espesso e menos condutor. Em contrapartida, para o
eletrodo destinado a detecgao de amarelo crepusculo (SY), foram aplicados 5 ciclos,
com um discreto aumento de corrente ao longo das varreduras, sugerindo diferengas

na cinética de crescimento e na morfologia do filme polimérico.

Outro aspecto comum entre os trabalhos foi a escolha de janelas de potencial
relativamente amplas, variando de -0,8 a 1,9 V para o sistema GCE/rGO@Poly(Gly)
e de -0,8 a 1,5 V para o MIP-Gly/PGE, mantendo-se a velocidade de varredura em

100 mV s™'. Esses parametros indicam condi¢gdes suficientemente energéticas para
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promover a oxidag&o da glicina e a subsequente formacao do filme polimérico sobre

a superficie do eletrodo.

Sabe-se que diferentes estruturas de poliglicina (P-Gly) podem ser obtidas,
sendo amplamente consolidadas na literatura as formas poliglicina | (PG |) e poliglicina
Il (PG Il), as quais diferem quanto as propriedades fisico-quimicas e a organizagao de
seus grupos funcionais livres. Essas estruturas podem ser obtidas por vias
eletroquimicas, sendo fortemente dependentes das condi¢cbes experimentais, como
pH do meio reacional, faixa de potencial aplicada, velocidade de varredura,
temperatura, natureza dos eletrélitos/ions e caracteristicas da superficie do eletrodo,

incluindo sua rugosidade [89].

Embora um dos trabalhos apresente um mecanismo proposto para a
eletropolimerizagdo da glicina, nenhum deles realiza a caracterizagao estrutural do
filme formado a ponto de distinguir entre PG | e PG Il (Figura 11). Considerando que
os processos foram conduzidos em pH 7,0 e 5,0, com superficies modificadas (como
rGO) e sob condi¢des eletroquimicas semelhantes (mesma velocidade de varredura
e eletrdlito), a literatura sugere que tais condi¢des favorecem a formacéao da poliglicina
Il. Essa conformagé&o € caracterizada por uma organizagao mais tridimensional, com
interagdes de Ligagbes de hidrogénio ocorrendo entre multiplas cadeias vizinhas
(podendo envolver até seis cadeias ao redor), resultando em uma estrutura mais
aberta e, em certa medida, analoga a organizacdo observada em estruturas do tipo

poliprolina Il e colageno [89,90].

Para o sensor de P-Phe, as condi¢gdes experimentais de eletropolimerizagao
foram estabelecidas por voltametria ciclica (CV), na faixa de potencial de -1,0 a 1,5
V, com 10 ciclos [87]. Observou-se um aumento da corrente a cada novo ciclo, o que
indica a formacéao de um filme com caracteristicas condutoras. Esse ganho de corrente
pode estar relacionado a presenca de elétrons 1 deslocalizados nos anéis aromaticos
da estrutura da P-Phe. No entanto, somente esses anéis nado sao suficientes para
conferir condutividade ao material, sendo necessaria a presencga de ligagdes duplas
conjugadas ao longo da rede polimérica para permitir a mobilidade desses elétrons 1T
[91]. Portanto, a tinta condutora de carbono otimizada no trabalho provavelmente

contribui para o fenbmeno observado. O mecanismo de eletropolimerizacao é descrito
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no artigo e um estudo avaliando o pH da polimerizagao indicou que o pH 5 apresentou

o melhor desempenho, estando de acordo com pl da fenilalanina (5,48).

FUERTE R
dgdadt, g

Polyglycine Il (PGIl) (¢ = -77°, y = 145°)

R

*&""»,}o”" 58>

Figura 11: Duas conformacgdes de poliglicina ocorrem no estado sdlido: a PGl, -
sheet-like, e a PGII, com hélice 31-estendida. Fonte: Bykov, S. e Asher, S., (2010).

Para o sensor de P-Met, a eletropolimerizacao foi realizada por CV na faixa de
-0,6 a2,0 Vv, com 10 ciclos, sendo observado um aumento discreto da corrente a cada
novo ciclo [88]. Um estudo de pH foi conduzido para a formagao do polimero impresso,
no qual o pH 7 apresentou o maior aumento de corrente, apesar de o pl da L-metionina
ser 5,74. Esse resultado foi determinado com base na oxidacéo do diclofenaco, que
ocorre em aproximadamente 0,6 V, ndo sendo, portanto, dependente exclusivamente
do aminoacido. Diferentemente dos demais trabalhos, este utilizou uma abordagem
computacional para investigar as interacdes entre a L-metionina em diferentes formas
(neutra e zwitteridnica) e o diclofenaco, por meio da Teoria do Funcional da Densidade
(DFT). Os resultados indicaram que a forma zwitteribnica apresenta maior estabilidade
tanto na fase gasosa quanto em meio aquoso.

Na eletropolimerizagao da L-leucina, o MIP foi construido sobre um eletrodo de
carbono vitreo (GCE) modificado com rGO eletrodepositado e nanoparticulas de ouro
(AuNPs), utilizando CV na faixa de —-0,5 a 2,0 V, com 5 ciclos, em tampao fosfato (PB)

0,1 mol L™, pH 6. Observou-se uma diminuicdo da corrente a cada novo ciclo,
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indicando que o filme formado n&o apresentou caracteristicas condutoras. No entanto,
a resposta da sonda eletroquimica nao foi completamente suprimida. Esse
comportamento pode ser explicado por dois fatores: (i) o numero reduzido de ciclos
de eletropolimerizagéo, possivelmente insuficiente para bloquear completamente a
superficie do eletrodo e comprometer a resposta do ferricianeto de potassio; e (ii) a
presenga de nanomateriais na construgdao do sensor, os quais podem contribuir para

o aumento da condutividade e a permanéncia do sinal redox da sonda.

1.12.2 Interagdes polimero e analito

Estruturalmente, a P-Gly apresenta grupos funcionais do tipo N-H e C=0 ao
longo da matriz polimérica, permanecendo disponiveis para interagéo, sendo as
Ligagdes de hidrogénio o principal tipo de interagdo envolvido [89]. No dispositivo
GCE/rGO@Poly(Gly), o Mono-RHL possui grupos funcionais hidroxilas (-OH),
presentes na por¢cao de ramnose, e grupo carboxilico (-COOH), que favorecem

interacdes por ligacédo de hidrogénio com a matriz polimeérica.

Interagdes eletrostaticas também podem ocorrer, embora de forma menos
significativa. Em pH proximo de 7, a P-Gly pode apresentar grupos amino protonados
(-NH3") e grupos carboxilato (-COO~), enquanto o Mono-RHL pode estar parcialmente
ionizado. Dessa forma, interagdes entre cargas opostas podem contribuir, ainda que
secundariamente, para a estabilizacdo do complexo pré-polimerizagao e,
consequentemente, para a formacado das cavidades seletivas [92]. As interacbes
hidrofébicas também devem ser consideradas. O Mono-RHL apresenta uma longa
cadeia alquilica hidrofébica e a organizacao tridimensional da poliglicina pode gerar
microambientes menos polares, favorecendo a acomodag¢do dessa cadeia e

contribuindo para a estabilizagdo do sistema por exclusao de agua [92].

No dispositivo MIP-Gly/PGE aplicado ao amarelo crepusculo, observa-se uma
mudanca no perfil das interagdes predominantes. Nesse caso, as interacdes
eletrostaticas sdao dominantes devido a presenga de grupos sulfonato (-SOs~) no
analito e grupos amino protonados (-NH3*) na P-Gly, especialmente em pH 5, onde a
protonacéo é favorecida. Ligagdes de hidrogénio também podem ocorrer, envolvendo

os atomos de oxigénio dos grupos sulfonato como aceptores e os grupos N-H da P-



95

Gly como doadores. Além disso, o grupo azo (-N=N-) pode atuar como um aceitador

de elétrons, contribuindo para interagdes adicionais do tipo dipolo.

Diferentemente do Mono-RHL, o amarelo crepusculo apresenta anéis
aromaticos conjugados, o que possibilita interagdes do tipo TT—dipolo e dipolo induzido
com o polimero. No entanto, interagbes TT—1T classicas n&o sao esperadas, uma vez
que a P-Gly ndo apresenta sistemas aromaticos em sua estrutura [93]. Interagbes 17—
T sao amplamente descritas como determinantes em sistemas MIP envolvendo
compostos aromaticos, pois promovem reconhecimento baseado em
complementaridade eletrénica e geomeétrica, sendo particularmente relevantes em
sensores eletroquimicos baseados em materiais grafiticos ou aromaticos conjugados
[56].

No dispositivo SPCE/MIP utilizado para a quantificagcao de paracetamol (AP), a
poli(fenilalanina) (P-Phe) deve interagir predominantemente por meio de interagdes
do tipo 1T—1, uma vez que tanto o polimero quanto o analito apresentam anéis
aromaticos em suas estruturas. Essas interagcdes contribuem significativamente para
a orientacao e estabilizagdo do analito no interior das cavidades impressas [93]. Em
relagéo as ligagdes de hidrogénio, o AP apresenta grupos hidroxila ligados ao anel
aromatico (-OH) e grupo amida (-NH-CO-), que podem atuar como doadores e
aceptores de hidrogénio. A P-Phe possui grupos amida ao longo da cadeia polimérica
(-NH e -C=0), que atuam como doador e aceptor, respectivamente. Essas interagdes
contribuem para o aumento da especificidade das cavidades formadas. A presenca
simultdnea de multiplos sitios de ligacdo de hidrogénio favorece a formagédo de
complexos pré-polimerizacdo mais estaveis, refletindo diretamente nas cavidades

impressas [55].

Para as interagdes hidrofdbicas, a P-Phe apresenta uma cadeia lateral
aromatica hidrofébica (indice de hidropatia de 2,8), enquanto o AP apesar de ser uma
molécula globalmente polar, contém um anel aromatico que confere carater
hidrofébico local. Essa interagdo favorece a exclusdo de moléculas de agua da
cavidade, contribuindo para a estabilizacido do complexo analito-polimero. Esse efeito
é frequentemente associado a redugao da constante dielétrica local dentro da
cavidade, o que intensifica interagdes intermoleculares e melhora a seletividade do
MIP [80].
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No sistema envolvendo a P-Met para determinagdo do diclofenaco (DCF), o
cenario e particularmente interessante devido a combinagado de um monémero neutro,
relativamente hidrofébico (indice de hidropatia de 1,9) e contendo enxofre (grupo
tioéter), com um analito aromatico, anfifilico e predominantemente aniénico em pH 7.
Esse conjunto favorece um perfil de interagdes mais equilibrado, sem um unico
mecanismo dominante, embora algumas interagdes se destaquem. A presenca de
heteroatomos como o enxofre pode contribuir para interagdes especificas, como
forcas de dispersdo aprimoradas e possiveis interacdes do tipo S—11, que tém sido

relatadas como relevantes em sistemas envolvendo compostos aromaticos [94].

No que se refere as interagcbes eletrostaticas, o DCF apresenta um grupo
carboxilato (-COO~) em pH neutro, enquanto a P-Met ndo possui carga em sua cadeia
lateral. No entanto, grupos terminais protonados (-NHs*) podem estar presentes,
contribuindo para interagdes eletrostaticas de forma secundaria, sendo menos
expressivas do que em sistemas altamente carregados. Esse comportamento é tipico
de MIPs baseados em mondmeros neutros, nos quais interagdes eletrostaticas atuam

de forma complementar e ndo dominante [55].

Em relagcdo as interagdes hidrofdbicas, o diclofenaco apresenta carater
fortemente hidrofébico, devido a presenga de dois anéis aromaticos, enquanto a P-
Met possui uma cadeia lateral apolar contendo enxofre. Dessa forma, ha uma
afinidade hidrofobica significativa entre o analito e o polimero, favorecendo a excluséo
de moléculas de agua da interface e contribuindo para a estabilizagdo do complexo,
sendo uma das interagcdes-chave desse sistema. Interagdes hidrofébicas séao
frequentemente associadas a melhorias na estabilidade do complexo em meio

aquoso, sendo cruciais para aplicagbes ambientais e bioldgicas [80].

Para o sensor baseado em P-Leu aplicado a determinagao de X30S, observa-
se um contraste marcante entre um monOmero altamente hidrofébico, contendo
cadeia lateral isobutila, e um analito altamente hidrofilico, rico em grupos hidroxila,
caracteristico de oligossacarideos. Assim, o reconhecimento molecular € governado
por um balancgo entre Ligacdes de hidrogénio e efeitos hidrofdbicos estruturais. Esse
tipo de sistema evidencia a importancia do microambiente da cavidade, que pode
favorecer interacdes especificas mesmo entre espécies de polaridade contrastante
[56].
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As Ligacdes de hidrogénio desempenham papel fundamental, uma vez que o
X30S apresenta multiplos grupos hidroxila que podem atuar como doadores e
aceptores, enquanto a P-Leu tem grupos amida ao longo da cadeia polimérica (-NH e
-C=0), atuando como doador e aceptor, respectivamente. Essas interagbes s&o
essenciais para a orientacdo adequada do analito e para a formagao de cavidades
seletivas. A multiplicidade de interacbes de hidrogénio € um fator chave para o
reconhecimento de carboidratos em MIPs, devido a sua alta densidade de grupos

funcionais polares [55].

O carater hidrofébico da P-Leu (indice de hidropatia de 3,8), em contraste com
a alta hidrofilicidade do xilotriose (X30S), favorece a exclusao de agua na regido da
cavidade, criando um microambiente que intensifica as interagdes por ligacdo de
hidrogénio. Quanto as interagdes eletrostaticas, estas podem ser consideradas
despreziveis na formagao das cavidades, uma vez que tanto a P-Leu quanto o
xilotriose s&o predominantemente neutros nas condigdes avaliadas. Esse
comportamento reforga que, em sistemas neutros, a seletividade é majoritariamente
governada por interagdes direcionais, como Ligagbes de hidrogénio e efeitos

hidrofébicos.

Um resumo com as informacdes desses sistemas € mostrado na Tabela 6,
onde podemos verificar que para os polimeros apolares, a ligacdo de hidrogénio é a
principal forma que comanda a formacdo das cavidades, porém, vimos que as
estruturas presentes nos analitos sdao importantes e podem influenciar nas interagdes

dessa classe de aminoacidos.

Tabela 6: Resumo das comparacgdes das interacbes em sistemas apolares.

Sistema (Polimero/Analito) Interag6es dominantes
P-Gly + Monoramnolipideo Ligacbes de hidrogénio
P-Gly + Amarelo crepusculo Eletrostatica

P-Phe + Paracetamol Interagdes -
P-Met + Diclofenaco Hidrofdbica + Ligacao de hidrogénio

Ligacao de hidrogénio multidentadas + efeito hidrofébico

P-Leu + Xilotriose
estrutural

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Para o sensor de P-Phe, as condi¢cdes experimentais de eletropolimerizagao
foram estabelecidas por voltametria ciclica (CV), na faixa de potencial de -1,0 a 1,5
V, com 10 ciclos [87]. Observou-se um aumento da corrente a cada novo ciclo, o que
indica a formac&o de um filme com caracteristicas condutoras. Esse ganho de corrente
pode estar relacionado a presenca de elétrons 1 deslocalizados nos anéis aromaticos
da estrutura da P-Phe. No entanto, somente esses anéis nédo sao suficientes para
conferir condutividade ao material, sendo necessaria a presencga de ligagdes duplas
conjugadas ao longo da rede polimérica para permitir a mobilidade desses elétrons 1T
[91]. Portanto, a tinta condutora de carbono otimizada no trabalho provavelmente
contribui para o fendbmeno observado. O mecanismo de eletropolimerizagao é descrito
no artigo e um estudo avaliando o pH da polimerizagao indicou que o pH 5 apresentou

o melhor desempenho, estando de acordo com pl da fenilalanina (5,48).

1.12.3 Extragao

O dispositivo GCE/rGO@Poly(Gly) utilizou uma mistura de agua e etanol (9:1)
para a extracdo do Mono-RHL, com um tempo de extragdo de 2,5min, relativamente
curto quando comparado a outros sensores MIPs descritos na literatura, o que indica
uma cinética de extragao favoravel. A mistura agua/etanol atua de forma sinérgica: a
agua promove a solvatacdo das regides polares do analito e do polimero,
enfraquecendo Ligagdes de hidrogénio, enquanto o etanol reduz interagdes
hidrofébicas e melhora a solubilizagdo da porgao apolar do Mono-RHL. Essa
combinacgao favoreceu a difusdo de extragao do analito, o que permitiu a formagao de

cavidades especificas.

A baixa fracédo de etanol (10%) mostrou-se suficiente para auxiliar na extragcéo
sem comprometer significativamente a estabilidade intradia do filme de P-Gly, uma
vez que estudos de repetibilidade indicaram a possibilidade de reutilizacdo do mesmo
eletrodo por até quatro ciclos. Por outro lado, a estabilidade interdia foi afetada, sendo
atribuida pelos autores a efeitos cumulativos do etanol ao longo do tempo. Esse
comportamento é corroborado por estudos de otimizagao da proporgcao agua/etanol,
nos quais o aumento da fragdo de etanol resultou em maiores desvios entre as
medicdes. Em termos de desempenho analitico, o dispositivo apresentou fator de

impressao e seletividade de 3,1 e 2,8, respectivamente, valores que indicam boa
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eficiéncia de impressao e adequada capacidade de reconhecimento seletivo do

sistema desenvolvido.

O dispositivo MIP-Gly/PGE desenvolvido para determinar o amarelo crepusculo
utilizou extracao eletroquimica por voltametria ciclica (CV), com 5 ciclos em tampao
PBS 0,1 mol L™ (pH 5). Nessas condi¢des, o meio tamponado deve ter contribuido
para a estabilidade do filme de P-Gly e, simultaneamente, modula as interagdes entre
o polimero e o analito, especialmente Ligagdes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas. Durante o processo, a aplicagdo de ciclos sucessivos de potencial
promoveu a oxidacao do amarelo crepusculo em aproximadamente +0,68 V, o que
deve ter enfraquecido suas interagdes com os sitios de reconhecimento do MIP e
facilitado sua difusdo para fora da matriz polimérica. Esse mecanismo evidencia uma

estratégia eficiente de extragédo, baseada na conversao eletroquimica do analito.

Em relagdo a seletividade, os autores realizaram estudos com interferentes,
demonstrando que a presenca de outras moléculas nado comprometeu
significativamente a resposta do sensor. No entanto, parametros quantitativos como
os coeficientes a e 3 ndo foram determinados, uma vez que o polimero nao impresso
(NIP) nao foi avaliado no estudo, limitando analises mais robustas da seletividade.
Quanto a estabilidade, o dispositivo foi avaliado apés duas semanas de preparo,
mantendo a mesma performance analitica, o que indica boa estabilidade ao longo do

tempo.

Para o dispositivo com P-Met para quantificacdo do diclofenaco, as interacbes
sdo predominantemente hidrofébicas, com contribuicdo adicional de ligagbes de
hidrogénio, resultando em retengdo moderada do analito na matriz polimérica. A
cadeia lateral apolar da metionina favorece interagdes com regides hidrofébicas do
diclofenaco, enquanto grupos funcionais do farmaco participam de interagbes
complementares. A extragdo com etanol/acetonitrila/NaOH atua de forma sinérgica:
os solventes organicos promovem a solubilizagdo do analito e enfraquecem interagdes
hidrofébicas, enquanto o meio basico desprotona o diclofenaco, aumentando sua
solubilidade e reduzindo ligagbes de hidrogénio. Essa combinagao resulta em uma

cinética rapida permite uma remocgéo eficiente do molde.
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Na plataforma com P-Phe para determinagdo do paracetamol, foi avaliado
diferentes estratégias de extragcao, NaOH em diferentes concentracdes, acido acético
e mistura de agua etanol, sendo a extragao por NaOH na concentragao de 0,05 mol
L-', a mais eficiente. Isso indica que a dessorcdo do analito é favorecida em meio
basico devido a desestabilizagado das interagdes intermoleculares responsaveis pela
retencdo do molde. O aumento do pH promoveu a desprotonagdo de grupos
funcionais, enfraquecendo ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas
residuais, facilitando a remocdo do analito das cavidades impressas [56,95] O
mecanismo predominante de reconhecimento molecular esta associado a interagdes
do tipo T—. Essas interagbes sao relativamente fortes e direcionais, contribuindo
significativamente para a estabilidade do analito na rede polimérica. O uso de NaOH
nao atua diretamente na quebra das interacbes T—1T, mas sim na desestabilizacdo de
interagdes secundarias (como ligagées de hidrogénio), o que ja é suficiente para
permitir a difusdo e remocdo do analito [80] Em termos seletividade, o sensor
apresenta um fator de impressao de 12,5, evidenciando excelente formacédo de
cavidades especificas e eficientes no reconhecimento do analito. Sobre a estabilidade
o dispositivo no teste de robustez pode ser utilizado até 4 vezes antes de perder
significativamente a resposta, sendo estavel por 40 dias preservando cerca de 74%

da resposta inicial.

No dispositico MIP com P-Leu para quantificar a xilotriose (X30S), diferentes
métodos de extragdo foram avaliados, incluindo etanol, acido acético, acetonitrila e
eletroquimica com NaOH. O etanol apresentou melhor desempenho, com tempo 6timo
de 10 minutos, devido a sua capacidade de solubilizar o analito e romper interagdes
no interior das cavidades. Esse efeito pode ser atribuido a sua natureza anfifilica, que
permite tanto a solvatacdo de regides polares do X30S, ricas em -OH, quanto a
perturbacao de interagées hidrofdbicas presentes no microambiente da cavidade
formada pela P-Leu. O sensor apresentou limitacao de reuso, com perda de resposta
apos dois ciclos, indicando baixa estabilidade operacional. Por outro lado, mostrou
boa seletividade, com fator a de 3,1 e valores de 3 entre 1,7 e 3,4, além de estabilidade
interdiaria de até 6 dias.
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1.13 MIPS com aminoacidos polares nao carregados

Os AAs polares neutros sdo aqueles que nao possuem carga liquida no grupo
R, mas tem grupos funcionais capazes de formar Liga¢ées de hidrogénio, como --OH,
amidas e -SH. A serina, treonina, cisteina, asparagina, glutamina e tirosina, s&o os
integrantes dessa classe que compartilham caracteristicas estruturais e propriedades
quimicas semelhantes (Tabela 3). Esses AAs tém cadeias laterais contendo O, N ou
S, que conferem carater hidrofilico moderado, o que reflete nos valores geralmente
negativos ou proximos de zero no indice de hidropatia [70]. Esses compostos
normalmente estao localizados na superficie das proteinas, participando de interagcdes
com o meio aquoso e estabilizando estruturas por meio de ligagdes de hidrogénio e

interacdes eletrostaticas.

Essa classe apresenta uma maior diversidade quimica que os outros, onde a
serina e treonina possuem grupos —OH, asparagina e glutamina apresentam grupos
—CONH,, a cisteina contém um grupo —SH que tem alta reatividade, e a tirosina
combina um anel aromatico com uma hidroxila fendlica. Essa variedade nos grupos
laterais permite a formacgéo de multiplas intera¢gdes ndo covalentes como as Ligagdes
de hidrogénio, interagbes acido—base fracas e no caso da tirosina interagbes 1T e
hidrofébicas adicionais. A cisteina, diferencia-se por formar interagcdes especificas

envolvendo enxofre, além de possiveis ligagdes dissulfeto em sistemas bioldgicos.

Com relagao as propriedades acido—base, os AAs polares neutros possuem
valores de pl geralmente préximos da neutralidade (5,5 — 6,5), com exceg¢ao da
cisteina (~5,0) e da tirosina (~5,7), cujas cadeias laterais podem ionizar em condi¢des
especificas de pH. Assim como os AAs apolares, possuem dois pKa principais (grupos

-NH e -COOH), mas podem ter contribuicées do grupamento R [109].

Em MIPs baseados em PAAs, essa classe € particularmente interessante
devido a possibilidade de formar redes extensas de Liga¢des de hidrogénio com o
analito, O que favorece um reconhecimento seletivo, principalmente para moléculas
polares, carboidratos, farmacos e biomoléculas. Além disso, a presenca de diferentes
grupos funcionais permite ajustar o microambiente do polimero, o que acaba
equilibrando as interag¢des hidrofilicas e, em alguns casos, contribuigdes hidrofébicas
(como na tirosina). Estudos recentes destacam que monémeros contendo grupos

hidroxila e amida sao altamente eficientes na formacao de cavidades MIP com alta
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afinidade e seletividade, especialmente quando combinados com estratégias de

modelagem molecular como DFT [113].

Desta classe, diversos trabalhos tém sido reportados na literatura utilizando
esses AAs como FM em sensores eletroquimicos do tipo MIP, com destaque para
sistemas baseados em P-Ser e P-Cys, aplicados na quantificagdo de farmacos,
corantes e biomoléculas (Tabela 7). Esses resultados reforcam o potencial dos
aminoacidos polares neutros como blocos versateis no design racional de MIPs,
especialmente quando o reconhecimento molecular depende predominantemente de
ligacdes de hidrogénio e interagdes especificas de polaridade. Para esta classe foram
listados 9 trabalhos sendo 2 de P-Ser e 7 de P-Cys, tendo, portanto, 4 AAs que ainda

nao foram explorados (treonina, asparagina, glutamina e tirosina).

Em uma pesquisa recente, um mesmo dispositivo foi desenvolvido e otimizado
para dois analitos diferentes. Um GCE foi a base da plataforma com eletrodeposi¢cao
de rGO e MnNPS com e-MIP de P-Ser, um para determinar o acido 3-HDA, um
indicador indireto de RHLs [96] e outro para o acido palmitico um acido graxo
percursor de RHLs [57]. Os intervalos de linearidade foram os mesmos de 2,0 x 10-'2
—1,0 x 10" mol L', obtendo LD de 0,83 x 10-'2 mol L' para o 3-HDA e de 0,86 x 10"
2 mol L' para o acido palmitico. Ambas as plataformas foram seletivas, reprodutiveis
e estaveis, sendo um aplicando em amostras reais de RHLs oriundo de residuos de
frutas e o outro em 6leo de semente de goiaba, na qual houve a validagdo da

metodologia analitica desenvolvida.

Em outra pesquisa, um novo sensor eletroquimico e-MIP foi desenvolvido para
a quantificagdo do antibidtico ceftizoxima, obtendo em LD de 1 x 107" mol L. O
sensor foi estruturado em um eletrodo de carbono vitreo, com a adicdo de uma
suspensdao de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) com a
eletropolimerizagao de L-Cys como FM (GCE/MWCNT/P-Cys@MIP) [97]. Outro
dispositivo foi desenvolvido para a mesma classe de molécula, a enroflaxacina um
antibidtico. Um GCE foi limpo e modificado com pontos quénticos de carbono dopados
com N (N-CDs) e MWCNTSs, dispersos em quitosana (CS). Posteriormente utilizando
a CV a L-Cys foi eletropolimerizada na presenca do analito, resultando no dispositivo
final (MIP/CS/N-CDs/MWCNTSs). O intervalo de linear de concentragéao foi amplo de
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5,0 x 108 até 1,0 x 10* mol L', com LD de 3,43 x 10® mol L' sendo aplicado em

amostras de carne de peixe e agua de lago [98].

Nessa linha de medicamentos e moléculas com importancia farmacologicas um
dispositivo foi desenvolvido para a determinagao de cetamina (KT) substancia com
propriedades anestésicas. Sobre a superficie do GCE Ilimpo a L-Cys foi
eletropolimerizada na presenca de KT. A faixa de trabalho foi de 0,5 x10%a 2,0 x 10
5 mol L' obtendo um LD de 1,6 x 1077 mol L', aplicando o dispositivo em amostras de

cabelo e urina [99].

Um sensor para a proteina Albumina Sérica Bovina (BSA) foi desenvolvido
sobre um GCE utilizando estruturas metalorganicas porosas de Ti-
benzenodicarboxilato funcionalizadas com grupos amino, suportadas por
nanoparticulas de ouro (Au/NH, - MIL-125(Ti)) modificadas com grafeno Au@NH,, -
MIL-125(Ti)-Gr, e na ultima camada eletropolimerizagao a L-Cys por CV na presenca
da BSA formando o e-MIP (MIP-Au@NH2-MIL-125(Ti)-Gr/GCE). O sensor apresentou
linearidade na faixa de 1,0 x 10'® 4 1,0 x 102 g mL"" com LD de 4,2 x 107" g mL",

sendo o dispositivo seletivo, estavel e aplicado em amostras de leite [100].

Na linha de biomoléculas importantes a curcumina que possui propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes foi determinada utilizando uma plataforma de GCE
modificado com nanotubos de carbono decorados com CuCo0204 com adi¢cao de GO
fosfonado (P-GO) e por fim eletropolimerizagao de L-Cys por CV na presenca do
analito para formacé&o do dispositivo e-MIP (GCE/CuCo0204/NCNTs/P-GO/poli(L-Cys).
A faixa de trabalho alcangada foi de 0,1 x 106 a 1,0 x 10®* mol L' e limite de detecgéo
de 30,0 x 10 mol L', posteriormente o sensor foi aplicado em amostra de soro
sanguineo enriquecidas [101]. Na mesma classe de analitos, o flavonoide quercetina
foi determinado utilizando um GCE modificado com uma pasta de carbono magnética
(MCPE) que posteriormente recebeu um material hibrido de um material 2D com
nanoparticulas magnéticas (MXene/CFO). Através da CV o e-MIP de P-Cys com
quercetina foi obtido (MCPE/MXene/CFO/MIP). Como resultados a faixa de trabalho
foi de 5,0 x 10° a 0,7 x 10 mol L', com LD de 1,6 x 10° mol L' e aplicagdo em
suplementos alimentares [102].

O dispositivo foi desenvolvido para a quantificagdo da eritrosina B (ERT — B),

um corante alimenticio com potencial cancerigeno. A plataforma e constituida de
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nanoestruturas 2D e 3D de CdS e nanotubos de TiO2 (CdS/TiO2NTs), com
eletropolimerizacéo da L-Cys e 0 ERT — B formando o dispositivo MIP/CdS/TiO2 NTs.
O intervalo de trabalho foide 1,0 x 104 1,0 x 10* mol L' e LD de 4,1x 10""" mol L

', sendo aplicado em amostras de gelatina de morango em po e confeitos [103].

Tabela 7: Aminoacidos polares ndo carregados em sensores MIPs.

LD Intervalo
Aminoacido Eletrodo Analito Amostra Ref.
(mol L) (mol L)
. 2,0x107"2
GCE/rGO/ Acido 3- 0.83 x 10-12 RHL de residuos [96]
X - -
MnNPs@L-Ser hidroxidecanoico goiaba
1,0x10"
Serina
2,0x1012 |
GCE/fGO/ , Oleo de semente
Acido palmitico 0,86 x 10712 - i 571
MnNPs@L-Ser 1 0x 10" de goiaba
<10
1x10°
GCE/MWCNT/ Sangue
Ceftizoxima 10,0 x 10°° - ) [97]
P-Cys 1.0 % 107 Urina
MIP-Au@NH2- 1,0x107"8
Albumina sérica
MIL-125(Ti)- bovi *4,2 x 10°1° - Leite [100]
ovina
Gr/GCE 1x 10712
0,5 x106
L-Cys-KT- Cabelo
Cetamina 1,6 x 1077 - [99]
MIM/GCE Urina
2,0 x10%
GCE/CuCo0204/
0,1 x106
) NCNTs/P-GO/ ) Soro
Cisteina Curcumina 30,0 x 10°° - [101]
poli(L-Cys) 1 0x10°6 enriquecido
%10
MIP/CAS/ 1,0x10°10 Gelatina de
Tion NT Eritrosina B 4,1x 10" - morango em p6  [103]
iO2 NTs
1,0 x104 Confeitos
MIP/CS/ 5,0 x108 c q )
arne de peixe
N-CDs/ Enrofloxacina 3,43 x 108 - i P [98]
MWCNTs 1,0 x10 Agua de lago
5,0 x10°
MCPE/MXene/
CEOMIP Quercetina 1,6 x 10°° - Suplementos [102]
0,7x 10®

Fonte: Elaborada pelo préprio autor. * Unidade g mL""

1.13.1 Polimerizagao
Todos os MIPs desta classe foram construidos pelo método de

eletropolimerizagéo. A eletrossintese da L-serina por voltametria ciclica (-0,3a 1,3V,
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50 mV s™') em PBS pH 7 resulta na formagao de um filme polimérico por meio da
oxidacdo do mondmero e subsequente acoplamento de espécies reativas na
superficie do eletrodo [57,96]. Diferentemente de polipeptideos obtidos por sintese
convencional, esse processo ocorre fora do equilibrio, levando a formagao de uma
rede estruturalmente heterogénea, composta por ligagbes do tipo C—N, possiveis

ligacbes amida e interagdes intermoleculares [104].

Do ponto de vista estrutural, a P-Ser pode apresentar conformagdes tipicas de
polipeptideos, como folhas B, a-hélice e regides desordenadas, sendo a formagao de
B-sheet favorecida em meio aquoso devido as ligagdes de hidrogénio do grupo
hidroxila [105]. No entanto, nas condi¢gdes empregadas, € mais provavel a formagao
de uma estrutura hibrida, com dominios localmente organizados dispersos em uma
matriz desordenada, o que é vantajoso para MIPs, pois combina estabilidade das

cavidades com flexibilidade estrutural e maior acessibilidade ao analito [104,105].

A eletropolimerizacdo da L-cisteina por CV leva a formacédo de filmes
poliméricos predominantemente via oxidagdo do grupo tiol (—SH), gerando radicais
tila que se acoplam formando ligagcbes dissulfeto (—-S—S-). Esse € o principal
mecanismo de crescimento, resultando em cadeias e redes tridimensionais
reticuladas com carater redox-ativo [106]. Podem ocorrer reagdes paralelas
envolvendo acoplamento radicalar com carbono, levando a formacao de ligagbes C—

S e contribuindo para uma estrutura mais heterogénea [107].

Em condi¢cdes mais oxidativas, especialmente em janelas de potencial mais
amplas, também pode ocorrer a sobreoxidacao do enxofre, formando espécies como
sulfoxidos e sulfonas, o0 que aumenta a polaridade do filme, mas pode reduzir sua
condutividade. Embora menos predominante, a participagdo dos grupos amina e
carboxila pode levar a formacao de ligagdes do tipo amida, contribuindo

adicionalmente para a reticulagao da rede [108].

De forma geral, a poli(cisteina) ndo apresenta uma estrutura unica ou altamente
organizada, sendo melhor descrita como uma rede tridimensional heterogénea
composta principalmente por ligagdes dissulfeto, com contribui¢ées de ligagbes C-S
e diferentes estados de oxidacdo do enxofre [107]. Essa natureza estrutural é
fortemente dependente das condi¢cdes experimentais, como janela de potencial, pH e
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velocidade de varredura. Em pH neutro, a presencga de espécies tiolato (—S~) favorece
a oxidacao e a formacao de ligacdes dissulfeto, enquanto em meio mais acido a menor

reatividade do tiol tende a reduzir o grau de reticulagao [107].

Essa heterogeneidade estrutural é particularmente vantajosa em MIPs, pois
favorece a formacdo de sitios de reconhecimento com diferentes geometrias e
energias de interagcdo, além de permitir maior adaptabilidade estrutural ao analito
[108].

Dentro desta classe a polimerizagao da L-tirosina se diferencia das demais pois
ocorre principalmente por meio da oxidacao do grupo fendlico, gerando o radical fenoxi
estabilizados por ressonancia podendo se acoplar por diferentes rotas, formando
ligagcbes do tipo C—C e C-O-C [109,110]. Esses processos resultam em estruturas
aromaticas parcialmente conjugadas, semelhantes a polimeros polifendlicos. Em
condigdes mais oxidativas, pode ocorrer a formacao de unidades quinona conferindo
ao material carater redox-ativo que contribuem para suas propriedades eletroquimicas
[109].

A P-Tyr apresenta uma estrutura tridimensional heterogénea e altamente
reticulada que é composta por uma combinagéo de ligagbes covalentes (C—C, C-0)
e interagbes nao covalentes, como ligagbes de hidrogénio e interagdes T—T
[104,109,110]. Essa variedade de estruturas depende das condicbes de
eletropolimerizagao e torna o material interessante em sensores e-MIPs, para a
quantificacdo de compostos aromaticos, devido a sua capacidade de interagdo com

essa estrutura.

1.13.2Interagoes polimero e analito

A analise dos sistemas envolvendo P-Ser e P-Cys em MIPs revela um padrao
interessante: ambos sdo mondmeros altamente versateis do ponto de vista quimico,
mas com naturezas distintas, a serina sendo polar hidroxilada e a cisteina contendo
grupo tiol (-SH), que adiciona capacidade de interagdo mais complexa (incluindo
polarizabilidade e possiveis intera¢des especificas com metais ou sistemas ).

Na plataforma envolvendo P-Ser com a determinacdo do &acido 3-
hidroxidecanoico (3-HDA), o reconhecimento molecular é governado principalmente
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por Ligagdes de hidrogénio entre os grupos -OH da serina e o grupo -OH e -COOH do
acido graxo. A presenca de uma longa cadeia alquilica no analito também favorece
interagdes hidrofdbicas, ainda que secundarias, contribuindo para a estabilizagdo do
complexo durante a etapa de pré-organizacéo. E esperado para o dispositivo com P-
Ser que determina o acido palmitico, porém com menor contribuicdo de Ligagdes de
hidrogénio (devido a auséncia de -OH adicional no analito) e maior contribuicdo das
interacdes hidrofdbicas e de van der Waals, comuns nos sistemas envolvendo acidos
graxos de cadeia longa. Essa interagdo € amplamente descrita em sistemas
biomoleculares, nos quais acidos graxos interagem com residuos polares e
hidrofébicos simultaneamente, formando complexos estabilizados por multiplas forgas

cooperativas [111].

Ja nos sistemas com P-Cys, observa-se uma diversidade ainda maior de
interacdes. No caso de dispositivo que utilizou dois monédmeros (nicotinamida e L-
cisteina) para determinar a ceftizoxima, esse antibiético apresentou diferentes grupos
funcionais, como carboxilato, cetona, anel aromatico e heteroatomos nitrogenados,
possibilitando multiplos modos de interacdo com a matriz polimérica. Predominam
ligagdes de hidrogénio entre os grupos amida da nicotinamida e os sitios do analito,
bem como interagdes eletrostaticas, especialmente envolvendo o grupo —COO™ da

enrofloxacina e regides protonadas do polimero.

Além disso, a L-cisteina contribui significativamente para o reconhecimento
molecular por meio do seu grupo tiol (-SH), que pode participar de interagdes dipolo—
induzido e possiveis interagdes fracas com regides hidrofébicas da molécula. O grupo
amina e o carboxilato da cisteina também ampliam a rede de ligagcdes de hidrogénio,
promovendo uma organizagdo mais eficiente dos sitios impressos. A combinagao
sinérgica entre L-Cys e nicotinamida favorece, portanto, a formacao de cavidades
mais especificas, com microambientes capazes de interagir com a enrofloxacina por

multiplas for¢as ndo covalentes, aumentando a afinidade e a seletividade do sistema.

Para sensor com P-Cys que determina a quercetina, um polifenol altamente
funcionalizado, o reconhecimento é fortemente governado por Ligag¢des de hidrogénio
multiplas (devido as varias hidroxilas da quercetina), além de contribuigbes
significativas de interagdes 17— e hidrofébicas. Embora a cisteina n&o seja aromatica,

o ambiente polimérico pode estabilizar os anéis aromaticos do analito por interagdes
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Van Der Waals. Estudos mostram que flavonoides como a quercetina interagem com
biomoléculas por uma combinagéo de Ligag¢des de hidrogénio, interagdes hidrofobicas

e diferentes interagdes 11, 0 que reforga esse mecanismo [112].

No sistema P-Cys e albumina sérica bovina (BSA), a complexidade aumenta
significativamente devido ao tamanho e natureza proteica do analito. A interagao
ocorre principalmente por multiplos pontos de contato, incluindo ligagdes de
hidrogénio, interagbes hidrofdbicas e eletrostaticas, além de possivel reorganizagao
conformacional do polimero ao redor da proteina. A literatura destaca que proteinas
como a BSA possuem cavidades hidrofébicas e sitios especificos de ligagdo capazes
de interagir com diferentes ligantes através de multiplas forcas simultédneas [113], o

que € analogo ao comportamento esperado em MIPs para macromoléculas.

Para o dispositivo desenvolvido com P-Cys para a quantificacao da cetamina,
uma molécula relativamente hidrofébica com grupo amina, predominam interagdes
hidrofébicas e eletrostaticas, especialmente em pH onde a cetamina se encontra
protonada. O grupo tiol da cisteina pode ainda contribuir com interacoes especificas

de polarizagao, favorecendo a especificidade da cavidade.

No caso da plataforma eletroquimica com P-Cys para quantificar a curcumina,
observa-se um padrdo semelhante ao da quercetina, com forte contribuicdo de
Ligagdes de hidrogénio (grupos fendlicos) e interagdes hidrofobicas/t, ja que a
curcumina possui uma estrutura conjugada extensa. Em sistemas MIP, compostos
aromaticos conjugados frequentemente apresentam reconhecimento dominado por

essas interagcdes combinadas [114].

Para o sensor com P-Cys que determina a eritrosina B, um corante aniénico
altamente iodado, o mecanismo dominante passa a ser eletrostatico, devido aos
grupos carregados negativamente do corante, combinado com interagdes de van der
Waals e possiveis interacdes halogénio—dipolo. A presenca do enxofre na cisteina
pode aumentar a polarizabilidade do sistema, favorecendo interagbes com atomos

pesados como o iodo.

No dispositivo com P-Cys desenvolvido para quantificar a enrofloxacina, um
antibidtico fluoroquinolona com grupos aromaticos e ionizaveis, ocorre uma

combinagao de interacbes eletrostaticas (COO7/NH"), ligacbes de hidrogénio e
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interacbes hidrofobicas/tt. Esse tipo de comportamento € tipico de farmacos
aromaticos em sistemas MIP, onde multiplas interagdes cooperativas determinam a
seletividade [115].

As principais interacdes para essa classe de aminoacidos foram resumidas na
Tabela 8, onde podemos verificar que para os polimeros apolares a ligagdo de
hidrogénio continua sendo a principal forma que comanda a formag&o das cavidades,
porém, notamos diferentes interagdes como forcas de Van der Waals e interacédo do

tipo 1T ocorrendo com mais frequéncia que nos apolares.

Tabela 8: Resumo das comparacgdes das interacbes em sistemas polares Neutros.

Sistema (Polimero/Analito) Interagoes dominantes
P-Ser + Acido 3 — Hidroxidecandico Ligacoes de hidrogénio + Hidrofobicas
P-Ser + Acido palmitico Hidrofébicas + Ligacdes de hidrogénio
P-Cys + Ceftizaxima Ligacdes de hidrogénio

P-Cys + Quercetina Multiplas Ligagao de hidrogénio + Interagbes —r +

Hidrofébica
P-Cys + Albumina sérica bovina Muiltiplas interagbes
P-Cys + Cetamina Hidrofobicas + Eletrostaticas
P-Cys + Curcumina Ligacdes de hidrogénio + Hidrofébicas/m-conjugadas
P-Cys + Eritrosina B Eletrostéticas + Van der Waals

Ligacbes de hidrogénio + Eletrostaticas + Dipolo-induzido

P-Cys + Enrofloxacina + Hidrofébicas

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

1.13.3 Extragao

Ambos os sensores com eletropolimerizacdo de L-Ser desenvolvidos para a
quantificagdo dos acidos 3-hidrocidecandico e palmitico, utilizaram uma extragéao
eletroquimica em meio basico (NaOH 0,1 mol L") através de 6 ciclos de CV no
intervalo de potencial de 0,0 a 1,5V com 50 mV s-'. Em pH basico, tanto o acido 3-
hidroxidecandico quanto o acido palmitico estdo na forma desprotonada (-COO-), o
que reduz sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio com a P-Ser. A presenca
de OH™ em alta concentragdo compete diretamente por interagdes intermoleculares,
enfraquecendo ainda mais as ligagdes de hidrogénio previamente estabelecidas entre
o analito e os grupos funcionais do e-MIP.
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A aplicagao de um potencial positivo durante a CV pode induzir processos de
oxidagao superficial e reorganizar a estrutura do filme polimérico, o que vai contribuir
para a uma ruptura das interagdes hidrofébicas e acaba facilitando a difusao do analito
para fora da matriz. A ionizagado dos analitos também aumenta sua solubilidade no

meio aquoso, favorecendo sua cinética de extragao.

Os fatores a e B corroboram com os resultados de extragdo, obtendo valores
maiores que 2, sendo as cavidades seletivas para os analitos conseguindo diferenciar
seus principais interferentes. Outro ponto de destaque é a estabilidade interdiaria que
alcangcaram 18 dias com corrente preservada de 87% para o sensor da acido 3-
hidroxidecandico e 80 dias com preservagao de aproximadamente 80% do valor inicial

para o acido palmitico.

No dispositivo fotoeletroquimico envolvendo poli(cisteina) para determinar a
eritrosina B, no qual predominam interacdes eletrostaticas e forcas de van der Waals,
a extragdo por voltametria ciclica (40 ciclos, -0,6 a 0,6 V) em PBS mostrou-se
adequada. Essas interagdes sao relativamente fracas e reversiveis, sendo facilmente
perturbadas pela aplicagdo de ciclos de potencial, que promovem reorganizagao do
filme e variagbes no estado redox das ligagdes dissulfeto. Esse processo favorece a

liberacdo do analito sem necessidade de condi¢gées quimicas mais agressivas.

Essa abordagem menos agressiva € refletida na estabilidade do sensor. Em
analises de reuso o dispositivo respondeu a 14 ciclos de irradiagdo sem alteracéo
significativa nos valores de corrente, além de permanecer estavel em 30 dias também
sem variacoes significativas no sinal, o que mostra que as cavidades séao
comprometidas com o uso do sensor. Os autores realizaram medidas de seletividade,
porém nao utilizaram o controle ndo impresso, portanto, ndo houve o calculo dos

fatores a e (3.

Para o dispositivo com P-Cys para quantificar a curcumina, a presenga de
ligacbes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e 11-conjugadas torna o processo de
extragado mais desafiador. A utilizagdo de CV na mesma janela de potencial do sensor
anterior, sugere que a repeticao dos ciclos é suficiente para promover perturbagdes

sucessivas na interface polimero/solugdo, enfraquecendo gradualmente essas
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interagdes. A natureza relativamente flexivel da P-Cys também pode contribuir para

facilitar a saida do analito mesmo em sistemas com multiplos tipos de interagao.

No caso da quercetina, que estabelece multiplas ligagdes de hidrogénio e
interagdes -1, a utilizacdo de voltametria de onda quadrada (SWV) indica uma
abordagem mais energética e dinamica. Os pulsos de potencial caracteristicos dessa
técnica promovem perturbacgdes rapidas e repetidas, sendo mais eficazes na ruptura
simultanea de interagcbes cooperativas, especialmente em sistemas com maior grau

de complexidade intermolecular.

O sensor apresentou uma estabilidade de reuso de 3 medidas consecutivas
sem desvio, porém apesar de ter realizado a analise de seletividade os fatores de
impressao e seletividade nao foram calculados. Além desse estudo, uma analise da
interferéncia foi realizada mostrando que a presenca dos compostos nao afeta a

religacéo especifica do analito.

Para o dispositivo desenvolvido para a quantificagdo da enrofloxacina, cujas
interagdes com a poli(cisteina) sdo predominantemente eletrostaticas e hidrofébicas,
a extracdo foi realizada com etanol/acido acético (9:1). Nesse caso, o solvente
organico favorece a solubilizagdo do analito, enquanto o meio acido promove a
protonacao de grupos funcionais, reduzindo as interagdes eletrostaticas e facilitando
a desorcao. Essa estratégia € particularmente eficiente para compostos com carater

anfifilico.

Em relacdo ao reuso as cavidades se mantiveram estaveis por no minimo 5
medidas consecutivas com desvio de apenas 0,42%, porém nao foram avaliadas a
seletividade especifica de cada interferente para com a cavidade do analito e sim uma
analise de interferéncia dos compostos na presenca do analito. A estabilidade

interdiaria foi de 31 dias com desvio 2,31%

De forma semelhante, no sensor que determina a cetamina, a utilizagao de
metanol/acido acético (1:9) indica a necessidade de um meio fortemente acido para
promover a protonagdo do analito e do polimero, reduzindo significativamente as
interacdes eletrostaticas. O metanol atua como solvente para aumentar a mobilidade
e difusao do analito, favorecendo sua remog¢ao em curto tempo. Nesse trabalho foi

realizado apenas o estudo de interferentes ndo sendo calculados os fatores a e b. a
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analise de reuso do sensor demostrou que o mesmo pode ser utilizado mais de 20

vezes com queda de 9,2% do sinal de resposta.

No sensor para a determinagéo de ceftazidima, onde predominam ligagdes de
hidrogénio, a extragdo em meio fortemente basico (NaOH 0,25 mol L™") é altamente
eficiente. A desprotonagcdo dos grupos funcionais envolvidos nas ligagdes de
hidrogénio enfraquece essas interagdes, promovendo a liberagao rapida do analito. O
aumento da solubilidade do analito na forma ionizada contribui para sua remocéao. Os
autores nao realizaram a avaliagdo do controle ndo impresso (NIP) para calcular aos
fatores de impressao e seletividade, mesmo assim é visivel a diferenga de sinal do
analito para os interferentes estudados. Na analise de reuso o sensor pode ser
reutilizado 5 vezes e permaneceu estavel apés 15 dias com desvio de inferior a 3%

para ambas as analises.

No sensor para quantificar a albumina sérica bovina, que interage com a
poli(cisteina) por multiplos mecanismos (eletrostaticos, hidrofébicos e ligagdes de
hidrogénio), a extragdo em meio acido (HCI) promove a protonagédo generalizada e
possiveis alteracbes conformacionais da proteina. Esse efeito reduz sua afinidade
pelo polimero e facilita sua remocdao, sendo uma estratégia adequada para

macromoléculas com alta complexidade estrutural.

O dispositivo foi estavel por 40 dias mantendo 96,82% da corrente original e
com reuso de 10 ciclos com desvio de 6,87%. O estudo de seletividade das cavidades
foi realizado e o dispositivo foi seletivo para o analito, porém os calculos de a e 3 nao

foram explorados.

1.14 MIPS com aminoacidos polares carregados positivamente

Os AAs polares carregados positivamente sao aqueles que apresentam carga
positiva em seus grupos R. Apenas trés compostos fazem parte desta classe sendo
eles a arginina, histidina e lisina, que compartilham caracteristicas estruturais e
propriedades quimicas semelhantes (Tabela 3). Esses AAs possuem cadeias laterais
contendo grupos nitrogenados basicos (grupo guanidinio na arginina, um grupo
imidazol na histidina e grupo amino na lisina) que tem alta afinidade por H* e por isso
um carater hidrofilico tendo capacidade de participar em interacdes eletrostaticas e

ligacdes de hidrogénio.
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Os valores de pl desses AAs séo elevados, (lisina 9,74; histidina 7,59 e arginina
10,76) o que acaba por refletir a presenga de grupos laterais protonaveis. Esses AAs
possuem um terceiro pKa associado ao grupo R, o que influencia diretamente sua
capacidade de interacdo em diferentes faixas de pH. Em MIPs, essas caracteristicas
tornam esses mondmeros particularmente interessantes para a formacado de
cavidades seletivas baseadas em interagdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio
com analitos anidnicos ou polares. Apesar desse potencial, o numero de trabalhos
relatados até o presente momento é de 8 sendo 7 utilizando Poliarginina (P-Arg) e 1
utilizando Polilisina (P-Lis) ndo tendo nem MIP que use Polihistidina (P-His) (Tabela
9), indicando uma oportunidade promissora para o desenvolvimento de novos

materiais com maior seletividade e sensibilidade.

O primeiro dispositivo utilizando P-Arg foi desenvolvido utilizando como
eletrodo base GCE modificado com MWCNTs modificados com alginato de sédio (AS)
e eletropolimerizagcdo de Arg na presenca do analito teofilina, um medicamento
respiratorio, resultando no dispositivo MIP/SA-MWCNTs/GCE. Na construgcdo da
curva analitica o dispositivo obteve uma faixa linear de trabalho de 1 x 108 a2 6 x 10
mol L-" apresentando LD de 3,2 x 10 mol L', sendo o sensor aplicado em amostras

de comprimido, solugdo oral e soro sanguineo [116].

Na plataforma desenvolvida para a determinagao de Deoxinivalenol (DON),
uma micotoxina que afeta diversas culturas da agricultura, foi utilizado GCE polido
modificado com MWCNTs decorados com -COOH por gotejamento, sobre o qual foi o
filme polimérico de P-Arg eletrossintezado na presenga de DON por CV gerando o
dispositivo P-Arg-MIP/COOH-MWCNTs. Os parametros analiticos obtidos foram uma
faixa linear de concentragdo de 1 x 107a7 x 10° mol L' e LD de 7,0 x 10 mol L™,

sendo o sensor aplicados em amostras de farinha de trigo [117].

Em outro trabalho, foi desenvolvido um sensor eletroquimico e-MIP para a
detecgdo ultrassensivel de dimetridazol (DMZ). O dispositivo foi preparado por
eletropolimerizagdo de P-Arg em GCE por CV, utilizando o DMZ como molécula
molde. O sensor apresentou excelente desempenho, com resposta linear entre 0,1 x
107°a 10 x 10°®* mol L™" e LD de 1,0 x 107" mol L™". Também demonstrou boa
aplicabilidade na analise de amostras reais, como ovos, leite e mel, com recuperacoes

satisfatorias [118].
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Para a determinacdo da Xilobiose (X20S), foi desenvolvido um sensor
eletroquimico MIP com eletrossintese de P-Arg combinado com 6xido de cobre poroso
tridimensional (3DnpCu). O MIP/3DnpCu-GCE foi fabricado utilizando um método de
molde de bolhas de hidrogénio dindmicas. A plataforma apresentou uma ampla faixa
de resposta linear de 1,0 x 10722 1,0 x 107" mol L™*, com um LD de 7,7 x 107" mol

L™, sendo aplicado em amostras reais oriundas de casca de banana [119].

Foi desenvolvido um sensor eletroquimico utilizando nanotubos de carbono
funcionalizados com ouro (AU@MWCNT-COOH) em GCE eletropolimerizando L-Arg
na presenca do analito 173 — Estradiol (E2), um composto pertencente a classe dos
horménios. A modificagdo do eletrodo melhorou a transferéncia de elétrons e a
sensibilidade, enquanto simulagdes moleculares foram usadas para otimizar o
mondmero e a formagao dos sitios de reconhecimento. O sensor apresentou alta
seletividade, ampla faixa linear (1,0 x 107"°a 1,0 x 107¢ M) e limite de detecc¢éo de 3,3
x 107" mol L', além de boa reprodutibilidade e estabilidade. Sua aplicagdo em

amostras reais, como alimentos e soro humano, confirmou sua eficiéncia [120].

Para o cloranfenicol (CAP) foi utilizado um GCE sobre o qual foi
eletropolimerizado a L-Arg na presenca do CAP por CV, formando o dispositivo e-MIP
GCE/MIP. O sensor desenvolvido apresenta uma ampla faixa linear de 1 x 1072 mol
L~*a 5 x%x10™ mol L™, e um LD de 1,36 x 107" mol L™. o dispositivo monstrou
excelente seletividade, resisténcia a interferéncias, repetibilidade. A deteccao de CAP

em amostras reais de mel foi realizada com sucesso [121].

Na quantificacdo do acido fusarico (FA), um composto ligado a doencas de
murcha em plantas, foi desenvolvido um sensor eletroquimico e-MIP baseado em P-
Arg em GCE (AF/Arg@MIP/GCE). O dispositivo apresentou alta sensibilidade, com
ampla faixa linear (1,0 x 1072 a 1,0 x 107° mol L") e baixo LD (1,11 x 1072 mol L"),
mostrou excelente seletividade, boa repetibilidade, reutilizacdo e estabilidade. O
sensor foi aplicado com sucesso no monitoramento de acidos graxos em mudas
banana pimenta e berinjela, mostrando potencial como ferramenta de alerta precoce

no controle da murcha de Fusarium [122].

Tabela 9: Aminoacidos polares carregados positivamente em sensores MIPs.
Aminoacido Eletrodo Analito LD Intervalo Amostra Ref.
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(mol L) (mol L)
Comprimido
teofilina
1,0x108
MIP/SA- . Solugao oral de
Teofilina 3,2 x 107 - [116]
MWCNTs/GCE teofilina
6,0x10°
Soro sanguineo
humano
P-Arg- 1,0x107
ro-MIP/ Farinha
COOH- Deoxinivalenol 7,0 x 108 - ] [117]
de trigo
MWCNTs 7,0x10°%
1,0x10710 Ovo
GCE/ o ,
Dimetridazol 1,0 x 1010 - Leite [118]
P-Arg@MIP
10,0106 Mel
Arginina 1,0x10712 Hidrolisado
MIP/3DnpCu- L L.
GCE Xilobiose 7,7 x 10713 - enzimaticode  [119]
1,0x10710 xilana
MIM/AU@MWC 1,0 x 1071 Agua
NT- 17B-estradiol 3,3x10M - Leite [120]
COOH/GCE 1,0x10°%  Carne de Porco
1,0x10-12
GCE/MIP Cloranfenicol 1,7 x 1013 - Mel [121]
5,0x10+
Mudas de
1,0x 1072 _
FA/Arg@MIP/IG |, | . bananeira,
Acido fusarico 1,1 x107*2 - . [122]
CE pimenta e
1,0x 10°°
berinjela
1,0x107
MIP/SA-
Lisina Morfina 4,8 x 108 - Urina [123]
AC/GCE
1,0x10-3

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

O unico dispositivo que utilizou a polilisina (P-Lis) foi desenvolvido para

quantificar a morfina. Um GCE foi modificado com compdsito de carbono ativado e

alginato de sodio (AS-CA) e posteriormente o e-MIP foi

realizado por

eletropolimerizagdo por CV de L-Lis na presenga de morfina. A plataforma

eletroquimica apresentou ampla faixa linear (1,0 x 107 a 1,0 x 103 mol L") e baixo LD

(4,8 x 10® mol L), aplicando o dispositivo desenvolvido em amostras de urina

humana [123].
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1.14.1 Polimerizagao

A eletropolimerizagdao da L-arginina por CV leva a formagdo de filmes
poliméricos cuja estrutura € fortemente influenciada pelo grupo guanidinio presente
na cadeia lateral, o qual permanece predominantemente protonado em pH neutro
(pKa = 12,5). Como consequéncia, a P-Arg apresenta carater altamente catidnico,
favorecendo a formacdo de redes estabilizadas principalmente por interagdes
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio [124]. Diferentemente de polipeptideos obtidos
por sintese convencional, o crescimento eletroquimico ocorre via oxidagdo do
monémero e acoplamento de espécies reativas, resultando em uma rede
tridimensional heterogénea contendo ligagcdes do tipo C—N e possiveis contribuicoes
amida [3].

As condig¢des eletroquimicas empregadas nos diferentes sistemas influenciam
diretamente a organizacéao estrutural do filme. Janelas de potencial amplas, como nos
nos trabalhos para clorafenicol, dimetridazol e 17B-estradiol (até ~2,2-2,4 V),
favorecem maior grau de oxidacéo e reticulagdo, podendo gerar filmes mais densos e
com maior numero de sitios ativos, porém também mais heterogéneos [3]. A redugao
do numero de ciclos (sensores dimetridazol e deoxinivalenol) tende a produzir filmes
mais finos e mais acessiveis, enquanto o aumento da velocidade de varredura, como
no do deoxinivalenol (150 mV s™), limita o tempo de reorganizacao das espécies

reativas, favorecendo estruturas mais desordenadas.

Nos sensores operando em janelas de potencial mais moderadas (sensores
para teofilina, acido fusarico e xilobiose), observa-se uma tendéncia a formacao de
filmes mais controlados estruturalmente. Em particular, o sensor para teofilina, com
menor velocidade de varredura (50 mV s ) e maior numero de ciclos, favorece um
crescimento mais organizado e uniforme. Ja o sensor para o acido fusarico, com
auséncia de varredura em potenciais negativos, sugere um mecanismo
predominantemente oxidativo, o que pode levar a formacdo de uma superficie mais

funcionalizada e reativa [104].

De forma geral, em todos os sistemas avaliados em pH préximo ao neutro, a
P-Arg tende a apresentar uma estrutura altamente carregada positivamente, o que

limita a formacéao de estruturas secundarias bem definidas, como a-hélices ou folhas
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B, devido a repulsdo eletrostatica entre cadeias laterais [124]. Assim, o material &
melhor descrito como uma rede tridimensional heterogénea, composta por dominios
localmente organizados e regides desordenadas. Essa caracteristica estrutural &
particularmente vantajosa para aplicagcbes em MIPs, pois favorece a formacao de
cavidades com diferentes geometrias e energias de interagcéo, além de proporcionar

alta afinidade por analitos aniénicos ou polares [104,124].

A eletrossintese da L-lisina por CV (-0,3a 1,3V, 50 mV s™") em PBS pH 7 leva
a formacéo de um filme polimérico do tipo P-Lis, resultante da oxidagcdo dos grupos
amina e subsequente formacéao de ligagbes do tipo amida (—CONH-). Essa estrutura
apresenta natureza analoga a polipeptideos, porém com organizagao estrutural

limitada devido ao crescimento fora do equilibrio durante o processo eletroquimico.

A P-Lis é conhecida por apresentar forte dependéncia conformacional com o
pH. Em meio acido, predomina uma estrutura desordenada (random coil), enquanto
em pH alcalino ocorre a formacéao de a-hélice. Ja em condigdes intermediarias ou sob
estimulos externos, podem surgir estruturas do tipo B-sheet [125]. Estudos mostram
que diferentes condigdes (temperatura, agregagdo ou meio) podem levar a

coexisténcia de a-hélice e B-sheet no mesmo sistema [126].

No pH 7 utilizado nos trabalhos, a P-Lis tende a apresentar uma conformagao
intermediaria, com cadeias parcialmente protonadas, o que gera repulsao eletrostatica
e impede a formagao de estruturas altamente organizadas. Como consequéncia, o
filme formado deve ser predominantemente desordenado, contendo regides locais

com algum grau de organizagao secundaria.

A eletropolimerizagcdo da L-His apresenta comportamento dos outros
aminoacidos devido a presenga do grupo imidazol, que possui pKa proximo de 6
sendo sensivel a mudancgas de pH. Proximo da neutralidade, por apresentar formas
protonadas e desprotonadas acaba favorecendo multiplas rotas de formacgao
polimérica, influenciando diretamente o crescimento e a estrutura do filme. Na
eletropolimerizacdo o anel imidazol pode participar ativamente da oxidacao,
contribuindo para a formagao de ligagdes C—N e possiveis acoplamentos entre
estruturas heteroaromaticas, resultando em um material mais funcionalizado e

estruturalmente complexo [104].



78

A P-Hist apresenta elevada versatilidade funcional o que acaba gerando filmes
obtidos com uma rede tridimensional heterogénea, estabilizada por ligacbes de
hidrogénio, interagdes T—1 e diferentes tipos de ligagdes covalentes, sendo sua
organizacgao fortemente dependente das condi¢des experimentais. Essa combinagao
de resposta ao pH, capacidade de coordenacéao e diversidade estrutural torna a P-His

um material promissor para aplicagdes em e-MIPs e dispositivos eletroquimicos [104].

1.14.2 Interacdes polimero e analito

A analise dos dispositivos envolvendo poliarginina (P-Arg) e polilisina (P-Lys)
em MIPs mostra um comportamento onde ambos sao polimeros fortemente
catibnicos, porém a arginina apresenta um grupo guanidinio, capaz de formar
interacbes mais fortes e cooperativas do que a lisina. Isso faz com que o
reconhecimento molecular seja frequentemente dominado por interagdes
eletrostaticas e multiplas Liga¢des de hidrogénio, podendo ter umas contribuicbes

adicionais dependendo da natureza do analito.

No sensor com P-Arg para determinacdo de teofilina, o reconhecimento
molecular é governado principalmente por Ligagcdes de hidrogénio, uma vez que a
teofilina possui multiplos sitios doadores e aceitadores (N-H e C=0). Estudos
experimentais e computacionais em MIPs mostram que a formacdo do complexo
mondmero—molde envolve redes de hidrogénio direcionais, sendo essas interagbes
determinantes para a estabilidade e seletividade do sistema [116]. A P-Arg pode
contribuir com interagdes eletrostaticas parciais e dipolo—dipolo, favorecendo a

orientacdo do analito durante a polimerizacao.

Para a plataforma eletroquimica com P-Arg para quantificar Deoxinivalenol
(DON), predomina Ligagdes de hidrogénio multiplas entre as hidroxilas do DON e o
grupo guanidinio da arginina. Esse grupo é particularmente eficiente na formagéo de
interagdes bidentadas com espécies polares, o que aumenta significativamente a
afinidade. A auséncia de carga formal no DON reduz a contribuigcdo eletrostatica,
tornando o reconhecimento mais dependente da geometria e densidade das Ligagcdes
de hidrogénio. Neste trabalho os autores fizeram um estudo por DFT com diferentes
mondmeros, inclusive sintéticos, e a P-Arg foi a escolhida para a construgdo do

dispositivo pela maior estabilidade das energias de ligacdo de hidrogénio.
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No dispositivo de P-Arg para determinag¢ao do dimetridazol, foi observado uma
combinacgao de Ligacdes de hidrogénio (envolvendo grupos nitro e heterociclicos do
analito) e interacbes eletrostaticas fracas, especialmente em condigbes em que o
farmaco pode apresentar regides parcialmente carregadas. Interagdes hidrofobicas

também contribuem, dado o carater aromatico do dimetridazol.

Para o sensor com P-Arg e quantificagdo de xilobiose, um dissacarideo
altamente hidrofilico, o reconhecimento é dominado por Ligagdes de hidrogénio
multidentadas, semelhantes ao caso de outros carboidratos. A P-Arg, devido ao seu
carater altamente polar e carregado, pode formar redes extensas de interagdo com os
grupos -OH do agucar, promovendo alta seletividade baseada em complementaridade

espacial e funcional.

No caso de sensor com P-Arg e determinagcao de 17B-estradiol, a situacao
muda significativamente. O analito é majoritariamente hidrofobico e aromatico, com
poucas hidroxilas. Assim, o reconhecimento ocorre por um balango entre as Liga¢des
de hidrogénio (grupos —OH do estradiol), interagdes hidrofébicas com o esqueleto
esteroidal e possiveis interagdes 11—cation, envolvendo o sistema aromatico e o grupo
guanidinio. Esse tipo de interagdo mista € comum em sistemas envolvendo horménios
esteroides. O estudo também utilizou a ferramenta DFT para escolher o monémero
com melhor energia de ligagdo com o E2, dentre eles acido metacrilico (MAA),

acrilamida (AM), pirrol (Py), L -alanina (L -Ala) e L -cisteina (L -Cys).

Para a plataforma de P-Arg e determinagdo de cloranfenicol, que contém
grupos nitro, hidroxila e amida, o reconhecimento € dominado por Ligag¢des de
hidrogénio e interagcbes eletrostaticas, além de contribuicdo hidrofébica do anel
aromatico. A presenca de multiplos heteroatomos favorece a formacado de uma rede
cooperativa de interagdes. Os possiveis sitios de ligagcao entre as moléculas de CAP
e Arg foram calculados pelo potencial eletrostatico molecular (MEP) e fundamentais
para determinar as principais interagcdes que podem estar dominando.

No sensor com P-Arg e determinagédo de acido fusarico, a presenga de um
grupo carboxilico ionizavel torna as interagbes eletrostaticas (COO~/guanidinio)
altamente relevantes. Polimeros ricos em arginina apresentam afinidade elevada por

espécies anidnicas devido a capacidade do grupo guanidinio de formar interacbes
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fortes e cooperativas com cargas negativas [127]. Essas interagbes sao
frequentemente acompanhadas por ligagdes de hidrogénio e interacbes 1 (anel
aromatico do acido fusarico). Os autores testaram diferentes monémeros (arginina,
fenol, anilina, tiofeno) e seus respectivos complexos com FA que mostram que a P-
Arg obteve maior energia de ligacdo com o FA onde a principal interagao foi por ligagao

de hidrogénio de forgca média.

No dispositivo de P-Lis para determinagdo de morfina, observa-se um
comportamento semelhante, porém menos intenso em comparagéao a P-Arg. A morfina
possui, grupos hidroxila (ligacbes de hidrogénio), amina protonavel (interagdes
eletrostaticas) e estrutura aromatica (interagbes hidrofébicas/tr). A P-Lis interage
principalmente via interacdes eletrostaticas (NH;* e grupos fendlicos/aniénicos) e
ligacbes de hidrogénio. No entanto, estudos mostram que a P-Arg tende a interagir
mais fortemente com espécies carregadas do que a P-Lis, devido a natureza do grupo
guanidinio, que permite interacbes mais estaveis e cooperativas [116]. Através de
calculos tedricos a proporgao as energias de ligacédo e a proporgao entre mondmero

e analito foram otimizadas sendo a relacido de 1:4 de morfina:lisina a mais estavel.

De maneira geral, esses sistemas reforcam um conceito fundamental no
desenvolvimento de MIPs, mondmeros catidbnicos como arginina e lisina sao
particularmente eficazes para analitos polares ou anidnicos, sendo o reconhecimento
governado por uma combinagéo de Ligagcdes de hidrogénio (direcionais), interagdes
eletrostaticas (fortes em arginina) e interagdes hidrofébicas (dependentes do analito).
A Tabela 10 mostra um resumo das interagdes discutidas para o grupo polar carregado

positivamente.

Tabela 10: Comparagbes das interagdes em sistemas polares carregados
positivamente.
Sistema (Polimero/Analito) Interag6es dominantes

P-Arg + Teofilina Ligacdes de hidrogénio J;r;)égzlo-dlpolo + eletrostaticas

P-Arg + Deoxinivalenol Ligac&o de hidrogénio multidentadas

Ligacdes de hidrogénio + Eletrostaticas fracas +

P-Arg + Dimetridazol Hidrofobicas
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P-Arg + Xilobiose Ligagao de hidrogénio multidentadas
P-Arg + 17 - Estradiol Ligacao de hidrogénio + Hidrofébicas + 1 - cation
P-Arg + Cloranfenicol Ligagdes de hidrogénio + Eletrostéticas + Hidrofébicas
P-Arg + Acido fusarico Eletrostaticas + Ligacbes de hidrogénio
P-Lis + Morfina Eletrostaticas + Ligagdes de hidrogénio + Hidrofébicas/tr

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

1.14.3 Extragao

No sensor com P-Arg para determinacdo da teofilina, onde predominam
ligagdes de hidrogénio, interacbes dipolo—dipolo e contribuicdes eletrostaticas, a
extragdo com H,SO, 1 mol L' indica a necessidade de um meio fortemente acido para
romper as interagdes. A protonacgao intensa do meio reduz a capacidade da teofilina
de atuar como aceptora de hidrogénio, além de promover competigao por ligagdes de
hidrogénio e enfraquecimento das interagdes de dipolo. Embora a P-Arg ja seja
catibnica, o ambiente altamente acido aumenta a solubilidade do analito e favorece

sua desorcao.

Para o sensor com determinagao de deoxinivalenol, caracterizado por ligacdes
de hidrogénio multidentadas, a extragdo com acetonitrila sugere um mecanismo
dominado por solvatagdo. Sendo um solvente polar aprético, a acetonitrila rompe
eficientemente redes extensas de ligagées de hidrogénio, sem promover protonagéao
significativa, o que ¢é adequado para analitos com multiplos grupos

doadores/aceptores de H. Além disso, favorece a difusdo do analito para o meio.

No caso do dispositivo para quantificar o dimetridazol, que interage por ligagdes
de hidrogénio, forcas eletrostaticas e interagcdes hidrofdbicas, a extracdo em NaOH
0,25 M evidencia o papel da desprotonag¢ao. O meio basico reduz a contribuicdo das
ligacdes de hidrogénio e pode neutralizar parcialmente interagdes eletrostaticas, além
de aumentar a solubilidade do analito em sua forma ionizada. Esse efeito combinado

facilita a ruptura das interacbes multiplas em curto tempo.

Para a xilobiose, que apresenta multiplas ligagées de hidrogénio, a extragao
por voltametria ciclica em NaOH 0,25 M combina efeitos quimicos e eletroquimicos.

O meio basico promove a desorganizagao da rede de H-bonds, enquanto os ciclos de
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potencial induzem perturbag¢des na interface polimero/solucao, facilitando a difusao

de uma molécula altamente hidrofilica e fortemente ligada ao polimero.

No sistema poliarginina e 17B-estradiol, onde coexistem interagdes
hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e interagbes m—cation (entre o anel aromatico e
0 grupo guanidinio), a extragcdo com etanol/acido acético (4:1) é particularmente
eficiente. O etanol solubiliza o analito hidrofébico, enquanto o acido acético promove
protonacdo competitiva e enfraquece interagcdes especificas, incluindo Tt—cation,

resultando em uma desorcéao eficaz.

Para o cloranfenicol, que apresenta interagdes mistas (ligagbes de H,
eletrostaticas e hidrofébicas), a extragdo com etanol indica que a solvatagao do analito
desempenha papel dominante. O solvente organico reduz as interagdes hidrofébicas
e enfraquece ligacdes de hidrogénio, sendo suficiente para promover a remogao sem

necessidade de ajuste de pH.

No dispositivo para quantificar o acido fusarico, caracterizado por interagdes
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio, a extracdo com etanol/NaOH (4:1) evidencia
uma abordagem combinada. O meio basico promove a desprotonagao do analito,
reduzindo a atragédo eletrostatica com a P-Arg, enquanto o etanol melhora a
solubilidade e difusdo. Essa sinergia torna o processo eficiente mesmo em sistemas

com interacao relativamente forte.

4.8 MIPs com aminoacidos carregados negativamente

Os AAs polares carregados negativamente sao aqueles que apresentam carga
liquida negativa em seu grupo R. Dentro desta classe estao o acido aspartico e o acido
glutdmico, que compartilham caracteristicas estruturais e propriedades quimicas
semelhantes (Tabela 3). Os dois tem cadeias laterais contendo grupos carboxilicos
adicionais, o que acaba conferindo um carater acido, elevada hidrofilicidade
(hidropatia de -3,5 para ambos) e grande capacidade de participar em interacdes
eletrostaticas com espécies carregadas positivamente, além de formar ligagbes de
hidrogénio. Sdo encontrados nas superficies das proteinas, e contribuem para a
solubilidade, a estabilidade estrutural e nos MIPs, participam em sitios ativos e

processos de reconhecimento molecular.
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Sobre os valores de pl desses aminoacidos ambos sido valores baixos, sendo
2,77 para o acido aspartico e de 3,22 para o acido glutdmico, o que acaba refletindo
a presenca de grupamentos laterais acidos desprotonaveis. Além dos pKa dos grupos
a-amino e a-carboxilico, possuem um terceiro pKa que é associado ao grupo
carboxilico da cadeia lateral, que influencia diretamente no seu comportamento em
diferentes faixas de pH. Em MIPs, essas caracteristicas tornam esses mondémeros
relevantes para a formacdo de cavidades seletivas baseadas em interagdes
eletrostaticas com analitos catidnicos, bem como Ligag¢des de hidrogénio. Assim como
observado para outras classes, 0 numero de trabalhos ainda é pequeno, com poucos
estudos explorando PAAs derivados de acido aspartico ou acido glutamico em
sensores eletroquimicos do tipo MIP (Tabela 11), apenas 4 pesquisas foram
realizadas com esse grupo o que acaba evidenciando um campo promissor para

futuras investigacgodes.

Um dispositivo para a quantificagcdo de metronidazol foi proposto utilizando um
eletrodo de grafite de lapis (PGE) sofre o qual o e-MIP de P-Glu foi preparado com
uma camada posterior de AuNPs resultando no dispositivo PGE/P-glu/AuNPs. Com
esse sensor a faixa de trabalho foi de 6 x 10-""a 8 x 10 mol L' e LD de 5,8 x 10-'2
mol L', sendo o sensor aplicado em amostras de comprimido (Abicon, Offzole e
Allumet) [128].

Outro dispositivo utilizando P-Glu para a quantificacdo de hemogloblina foi
desenvolvido em GCE, porém a metodologia de formacado do MIP foi diferente dos
demais, sendo um dos poucos trabalhos que n&o utilizaram polimerizagao
eletroquimica. Além disso, o P-Glu foi utilizado na forma de copolimero com 7-amino-
4-metilcumarina (AMC) preparado previamente (y-PGA-g-AMC). Posteriormente, o
copolimero foi complexado na presenca da hemoglobina (Hb) resultando no
dispositivo Hb@y-PGA-g-AMC MINPs. A curva de calibracdo foi realizada em uma
ampla faixa de trabalho de 77,5 x 10°a 1,6 x 10 mol L-!, o LD de 25,8 mol L' [129].

Para a determinagcdo de melamina outro copolimero de P-Glu foi empregado,
porém dessa vez com poli dopamina (y-PGA-DA) formados por polimerizagéo
quimica, modificado com Ag sobre um eletrodo de grafite (Gr), formando o dispositivo
Ag/MEL/y-PGA-DA MINBs. A faixa de trabalho construida foi muito ampla variando de
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5x10 " a 5x10~7 mol L', com um LD de 5,0 x 107" mol L', além disso a plataforma
foi aplicada em amostras de leite fortificado [130].

O unico trabalho utilizando a P-Asp foi desenvolvido para a quantificacdo de
sacarose aplicado em caldo de cana-de-agucar. A plataforma é constituida por um
GCE com rGO eletrodepositado e polimerizagéo eletroquimica de L-Asp. Como figura
de mérito a curva apresentou faixa de 1 x 107" a 1 x 1072 mol L*' obtendo um LD de
2,7x107"* mol L.

Tabela 11: Aminoacidos polares carregados negativamente em sensores MIPs.

LD Intervalo
Aminoacido Eletrodo Analito Amostra Ref.
(mol L)  (mol L")
6x10-1"
PGE/P-glu/AuNPs  Metronidazol 5,8 x10-12 - Comprimido  [128]
8x10+
, 77,5%x10°
Acido Hb@y-PGA-g-AMC ]
, Hemoglobina 25,8x10° - -———- [129]
Glutamico MINPs
1,6x106
5x10 18
Ag/MEL/y-PGA-DA Leite
Melamina 5,0 x10-18 - [130]
MINBs Ex10 -7 fortificado
<10 -
Acid 1x1071 Caldo de
cido
Aspért GCE/rGO@pAA Sacarose 2,7x107° - cana-de- [131]
spartico
P 1x107"2 agucar

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

1.14.4 Polimerizagao

O P-Glu apresenta caracteristicas estruturais diferentes pela presenca de
grupos carboxilicos na cadeia lateral, os quais, em pH neutro, encontram-se
predominantemente na forma desprotonada (—-COO~). O polimero exibe carater
aniénico, favorecendo interacdes eletrostaticas com espécies catidnicas, além de
formar extensas redes de ligagdes de hidrogénio [132,133]. No contexto da
eletropolimerizagdo por voltametria ciclica, como observado no sensor para
metronidazol (+1,5 a -2,0 V, 10 ciclos, 100 mV s™', pH 7), o crescimento do filme
ocorre via processos redox envolvendo grupos funcionais do monémero, resultando
em uma rede tridimensional heterogénea composta por ligagbes do tipo C-N e

possiveis ligagdes amida [104]. A ampla janela de potencial aplicada favorece tanto
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processos oxidativos quanto redutivos, contribuindo para um maior grau de

reticulagdo, mas também para a formagao de estruturas menos ordenadas.

Nos dispositivos para determinar a melanina e a hemoglobina, baseados em
copolimeros obtidos por sintese quimica via reagcdes de amidagao, observa-se um
maior controle estrutural em comparagao a eletropolimerizagao direta. A incorporagao
de 7-amino-4-metilcumarina (hemoglobina) introduz unidades aromaticas que podem
favorecer interagbes -1 € aumentar a rigidez estrutural do material [134]. Ja para
melamina, a copolimerizagdo com dopamina resulta em uma rede hibrida que
combina as propriedades aniénicas do acido glutamico com o carater catecélico da
dopamina, permitindo a formacdo de estruturas semelhantes a polimeros
polifendlicos, com presenga de interagdes m—Tr, ligagdes de hidrogénio e unidades

quinona apos oxidagao [109].

De forma geral, enquanto a eletropolimerizagdo do acido glutamico tende a
gerar filmes mais heterogéneos e funcionalmente ricos, porém menos organizados,
os copolimeros obtidos por via quimica apresentam maior controle sobre a arquitetura
molecular e a distribuicdo dos grupos funcionais. Em todos os casos, a presenca de
grupos carboxilato confere elevada hidrofilicidade e capacidade de interagdo com
analitos polares ou carregados positivamente, o que € particularmente vantajoso para
aplicagdes em MIPs [132,133]. Além disso, a possibilidade de modulacéo estrutural
por copolimerizacdo amplia significativamente o espectro de interagdes possiveis,

permitindo o ajuste das propriedades de reconhecimento molecular [109,134].

A P-Asp apresenta comportamento estrutural semelhante ao da P-Glu, porém
com maior densidade de grupos carboxilicos ao longo da cadeia, o que intensifica seu
carater anidnico em pH neutro, onde o0s grupos laterais encontram-se
predominantemente na forma desprotonada (-COQO~). Essa caracteristica favorece
fortemente interacdes eletrostaticas com espécies catidnicas, além da formacao de
redes extensas de ligagcbes de hidrogénio [133,135]. No processo de
eletropolimerizagéo por CV (-1,5 a +2,0 V, 3 ciclos, 100 mV s™"), o crescimento do
filme ocorre via ativagao eletroquimica do monémero e acoplamento de espécies
reativas, resultando em uma estrutura tridimensional heterogénea composta por
ligacbes do tipo C-N, possiveis ligagbes amida e interagbes intermoleculares

distribuidas de forma n&o uniforme [104]. A ampla janela de potencial aplicada
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favorece tanto processos oxidativos quanto redutivos, contribuindo para a formagao
de uma rede reticulada, ainda que com baixo numero de ciclos, o que tende a gerar

filmes relativamente finos e mais acessiveis.

Do ponto de vista estrutural, a P-Asp pode apresentar diferentes conformagdes
em solugdo, como estruturas tipo a-hélice, folhas 8 e conformagdes desordenadas,
dependendo do pH e das interagdes intermoleculares [133][1]. No entanto, em filmes
obtidos por eletropolimerizagcao, € mais provavel a formacdo de uma matriz
predominantemente desorganizada, com dominios localmente estruturados. Essa
organizacao parcial, aliada ao alto grau de funcionalizagdo por grupos carboxilato,
favorece a formacao de sitios de reconhecimento em MIPs, especialmente para
analitos catiénicos ou polares. Além disso, a combinagao entre elevada hidrofilicidade
e flexibilidade estrutural contribui para maior acessibilidade as cavidades impressas,

0 que pode resultar em melhor desempenho analitico [104,135].

1.14.5Interag6es polimero e analito

Analisando os sistemas de P-Glu e P-Asp em sensores MIPs podemos
observar um comportamento caracteristico de polimeros aniénicos que possuem
muitos grupos carboxilato (-COQ™), cuja capacidade de reconhecimento molecular é
predominantemente por interacbes eletrostaticas, Ligacdes de hidrogénio e
coordenagao com espécies carregadas ou polares. Esses polimeros apresentam alta
flexibilidade conformacional e forte interacdo com o meio aquoso, o que influencia

diretamente a formacao das cavidades impressas [136].

No dispositivo com P-Glu desenvolvido para determinar o metronidazol, essa
interagdo molecular ocorre majoritariamente por ligagdes de hidrogénio entre os
grupos nitro e heterociclicos do metronidazol e os grupos amida e carboxilato do
polimero. Embora o metronidazol seja globalmente neutro, sua alta densidade de
heteroatomos favorece interagdes direcionais. Além disso, podem ocorrer interagdes
dipolo—dipolo e eletrostaticas fracas, dependendo do estado de protonacdo. A
literatura mostra que polimeros como o P-Glu apresentam grande capacidade de
interacdo com farmacos por meio de redes de hidrogénio e interagdes polares, sendo
amplamente utilizados como carreadores e matrizes de reconhecimento molecular
[137].
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No dispositivo construido para a hemoglobina ha a contribuigdo das duas
estruturas disponiveis provenientes dos mondmeros. A fracdo de P-Glu atua
principalmente por interagbes eletrostaticas entre os grupos —COO~ e regides
catibnicas da proteina, enquanto a 7-amino-4-metilcumarina (AMC), que tem um
sistema aromatico conjugado, que contribui com interagbées do tipo 1T e TT—Ccation
com residuos aromaticos presentes na hemoglobina. Em sistemas MIP para
proteinas, a presenca de multiplos tipos de interacdo é essencial, pois o
reconhecimento ocorre por interagdes multissitio distribuidas na superficie da
biomolécula, e ndo por um unico ponto de ligagado devido ser uma macromolécula.
Esse comportamento € amplamente descrito em MIPs para proteinas, onde a
combinacgao de interagdes eletrostaticas, hidrofébicas e de hidrogénio é determinante

para a seletividade.

Para o sistema desenvolvido com copolimero de dopamina e P-Glu para
determinar a melanina, € mostrado o papel da polidopamina como matriz
multifuncional. Em meio levemente alcalino ocorre a auto-polimerizagao da dopamina,
formando um material rico em grupos catecol e amina, altamente aderente e capaz de
interagir com uma ampla variedade de compostos [138]. Quando combinada com o P-
Glu, o sistema passa a apresentar simultaneamente, interacdes eletrostaticas entre
os grupos —COO~ e os grupos ionizaveis da melanina, Ligacdes de hidrogénio,
interacdes TT—TT entre a estrutura aromatica da melanina e os dominios conjugados da

polidopamina.

A melanina, por sua vez, € um biopolimero altamente conjugado e polarizavel,
o que favorece interagdes cooperativas multiplas e contribui para a formagao de
cavidades MIP estruturalmente estaveis. Polimeros baseados em polidopamina tém
sido amplamente utilizados em MIPs justamente por sua facilidade de polimerizagao
quimica, biocompatibilidade e alta densidade de grupos funcionais, sendo
especialmente eficazes para biomoléculas e compostos aromaticos [138,139].

No sensor contruido com P-Asp para determinar a sacarose, 0 mecanismo €&
dominado quase exclusivamente por Ligacbes de hidrogénio multidentadas. A
sacarose, sendo um dissacarideo altamente hidrofilico, apresenta diversos grupos
hidroxila capazes de interagir com os grupos carboxilato e amida do polimero. Nao ha

contribuigao significativa de interagdes eletrostaticas (ja que a sacarose é neutra), e
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as interagcdes hidrofébicas sao praticamente inexistentes. Assim, o reconhecimento
depende fortemente de complementaridade geométrica, densidade e orientagao das
Ligacbes de hidrogénio. Esse tipo de interacdo é tipico de sistemas envolvendo
carboidratos, nos quais a seletividade esta associada a formacéo de redes extensas

de Ligacdes de hidrogénio e ao ajuste estérico da cavidade.

De forma geral, esses sistemas reforcam que polimeros baseados em acidos
dicarboxilicos (como glutamico e aspartico) atuam como plataformas altamente
hidrofilicas e aniénicas, sendo especialmente eficazes para analitos catidnicos ou
polares (via interacbes eletrostaticas e Ligagcbes de hidrogénio), biomoléculas
(proteinas, pigmentos) com multiplos sitios de interagdo. O comportamento
conformacional desses polimeros (incluindo transigdes entre estruturas helicoidais e
aleatdrias, influenciadas por pH e forga i6nica) impacta diretamente a formacéo e
estabilidade das cavidades MIP [136].

Tabela 12: Comparagbes das interagbes em sistemas polares carregados

negativamente.
Sistema (Polimero/Analito) Interagoes dominantes
P-Glu + Metronidazol Ligagdes de hidrogénio + Eletrostaticas

Eletrostaticas + Interacbes TT—1 e TT—cation +
(P-Glu+AMC) + Hemoglobina
Ligacdes de hidrogénio + Hidrofobicas

(P-Glu+PDA) + Ceftizaxima Eletrostaticas + Ligagdes de hidrogénio + Interagdes mm—r

P-Asp + Sacarose Ligagao de hidrogénio multidentadas

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Esses sistemas demonstram claramente que monémeros aniénicos sao ideais
para analitos polares, biomoléculas e espécies carregadas positivamente, e que o
reconhecimento em MIPs baseados em PAAs é fortemente dependente do pH e do
ambiente idnico, o que deve ser cuidadosamente controlado no desenvolvimento de

sensores. As principais interacoes estao resumidas na Tabela 12.



89

1.14.6 Extragao

No sensor com P-Glu para quanti ficar o metronidazol, em que predominam
ligagbes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas, a extragdo eletroquimica por
voltametria ciclica (0 a 1,6 V, 100 mV s™') em PBS mostra-se adequada para romper
interagdes relativamente moderadas. Em pH neutro, a P-Glu encontra-se carregada
negativamente (—COQO™), favorecendo a interagdo com regides protonadas do analito.
A aplicacdo de potenciais positivos promove perturbagdes na interface
polimero/solugao e possivel reorganizagao do filme, enfraquecendo as ligacbes de
hidrogénio e reduzindo a contribuigao eletrostatica, o que facilita a difusao do analito

para o meio.

A eficiéncia da extracdo pode ser observada pelo estudo de reuso onde o
dispositivo desenvolvido pode ser reutilizado cerca de 6 vezes com desvio de 0,9%.
O dispositivo permaneceu operante por 45 dias preservando 95,5% do sinal, o que
mostra que a extragdo utilizada ndo tem efeitos negativos na estrutura do MIP e
apesar de ter estudado a seletividade das cavidades de reconhecimento os

coeficientes de seletividade e impressao nao foram calculados.

No sensor que utilizou o copolimero de &cido glutdmico e 7-amino-4-
metilcumarina para determinar a hemoglobina, foi observado um cenario mais
complexo, com multiplas interagcdes (eletrostaticas, hidrofobicas e ligagcdes de
hidrogénio). A extracdo com &acido acético:metanol (1:9) combina efeitos de
protonagédo e solvatagdo, onde o meio acido promove a protonagdo dos grupos
funcionais da proteina e do polimero, o que acaba reduzindo interagdes eletrostaticas,
enquanto o metanol contribui para desestabilizar interagdes hidrofébicas e aumentar
a mobilidade da macromolécula. Além disso, a presenca de estruturas aromaticas da
cumarina pode intensificar interagdes com a proteina, exigindo uma estratégia de
extracdo mais agressiva e combinada. O sensor foi estavel por 10 dias mantendo
90,0% do sinal inicial, senso seletivo e mostrando que outros compostos nao
interferiram no desempenho do dispositivo com valores entre 96 a 104%. Apesar de

ter avaliado a seletividade os parametros a e B ndo foram explorados.

Para a plataforma eletroquimica com copolimero de &acido glutamico e
dopamina para quantificar a melamina, que envolve interagdes eletrostaticas, ligagdes

de hidrogénio e interagdes -1, a extragao por cronoamperometria (1,4 V, PBS pH 7,
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30 min) evidencia o papel da polarizagao continua na remogéao do analito. A aplicagéo
de potencial constante favorece a oxidagdo de unidades catecdlicas da dopamina,
podendo gerar espécies quindnicas e promover reorganizagao do filme polimérico.
Esse processo enfraquece simultaneamente diferentes tipos de interacao e facilita a
liberacdo da melamina, mesmo em um sistema com interagdes cooperativas. Além
disso, a natureza anidnica do polimero reduz a afinidade eletrostatica com o analito
gquando ocorrem mudancgas locais de carga durante o processo eletroquimico. Para
esse sensor, apenas um estudo de interferentes foi realizado para alguns possiveis
compostos interferentes. Sobre a estabilidade o dispositivo permaneceu respondendo

apos 30 dias de fabricagao com perde de 30% da resposta inicial.

No sensor que utilizou a P-Asp para determinar a sacarose, a interagao
principal sdo as multiplas ligagdes de hidrogénio, devido sacarose possui grande
quantidade de grupos hidroxila capazes de atuar como doadores e aceptores de H.
Em pH neutro, a P-Asp encontra-se na forma aniénica (-COQO~), o que favorece a
formacao de redes extensas de ligagcbdes de hidrogénio com o analito, resultando em
uma interacdo relativamente forte e cooperativa. Esse carater multidentado torna a
remocgao do molde mais desafiadora quando comparada a sistemas com interacdes

mais simples.

A estratégia de extracdo utilizando acetonitrila/acido acético (9:1) por 20
minutos atua de forma sinérgica para romper essas interagdes. A acetonitrila, como
solvente polar aprético, é altamente eficaz em desorganizar redes de ligacbes de
hidrogénio, competindo com o analito por interagdes intermoleculares e reduzindo a
estabilidade do complexo P-Asp/sacarose. O acido acético promove a protonagao
parcial dos grupos carboxilato do polimero, diminuindo sua capacidade de atuar como
aceitador de ligacdes de hidrogénio e enfraquecendo ainda mais as interagbes com a
sacarose. Esse efeito combinado reduz a afinidade do analito pela matriz polimérica

e favorece sua difusdo para o meio.

A natureza altamente hidrofilica da sacarose, aliada a sua elevada solubilidade
em solventes polares, contribui para a eficiéncia da extragdo. A utilizacdo de um
sistema orgéanico levemente acido evita condicbes extremas de pH que poderiam
comprometer a integridade do filme polimérico, ao mesmo tempo em que garante a

ruptura eficaz das interacbes multidentadas. Dessa forma, o método empregado
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mostra-se adequado para sistemas dominados por ligagdes de hidrogénio
multidentadas, como no caso de carboidratos, permitindo a geragao de cavidades de

reconhecimento bem definidas e acessiveis no e-MIP.

Os valores obtidos dos fatores de impressao (3,43) e de seletividade (3,02)
contribuem para explicar a eficiéncia das cavidades e do método de extragao utilizado
no dispositivo. Em termos de estabilidade o mesmo sensor pode ser reutilizado cerca
de 10 vezes com desvio de 4,9%, além de permanecer respondendo apos 15 dias

mantendo 91,3% da resposta inicial.

1.15 Perspectivas na utilizagao de MIPs com poliaminoacidos

Os MIPs tém se consolidado como uma das principais plataformas analiticas
de reconhecimento sintético, sendo aplicados em sensores, separacao, diagndstico e
liberagao controlada de farmacos. Esses materiais atuam como “anticorpos artificiais”,
apresentando alta seletividade e estabilidade quimica, os tornando atraentes para
sistemas bioldgicos convencionais [140]. A utilizagcdo de PAAs como MIPs representa
um avango importante, promovendo o desenvolvimento de materiais mais

biomiméticos, sustentaveis e versateis.

A principal oportunidade em trabalhar com PAAs esta relacionada a diversidade
estrutural dos aminoacidos (grupos R), que permitem explorar diferentes tipos de
interacdes intermoleculares, como Ligacdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas,
T—T1T e interacdes hidrofébicas. Essa variedade de compostos favorece a construcao
de cavidades altamente especificas e ajustaveis para diferentes analitos. Os PAAs
apresentam biocompatibilidade, grande possibilidade de funcionalizagdo e
eletropolimerizagédo controlada, caracteristicas que os tornam particularmente

promissores para novos e avancados sensores eletroquimicos.

Outro ponto importante envolve o desenvolvimento de novos materiais pela
combinagao com os MIPs, Os PAAs podem ser associados com nanomateriais (como
grafeno, nanotubos ou nanoparticulas metélicas), o que amplia significativamente a
sensibilidade e a seletividade dessas plataformas eletroquimicas. Estratégias
modernas como post-imprinting modification (PIM) também permitem funcionalizar

seletivamente as cavidades apés a formacgao da cavidade especifica, o que aumenta
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a afinidade e seletividade do sistema [141]. Essas abordagens indicam uma transigéo

clara de MIPs tradicionais para sistemas mais sofisticados e biomiméticos.

Outro ponto de inovagao é o estudo comparativo de diferentes técnicas de
polimerizagao, uma vez que, a grande maioria dos trabalhos utilizam a CV. Dentro da
eletroquimica a Cronoamperometria (CA) ou técnicas de potencial controlado
poderiam ser explorada neste sentido, e estudos comparativos sobre técnicas de
eletropolimerizagdo poderdo ser realizados. Outro ponto de grande importancia é
explorar a combinagao de diferentes biopolimeros com AAs ou outros compostos na
construgdo de novos dispositivos, desenvolvimento mais plataformas que utilizam

copolimeros.

Apesar dos avangos experimentais, a principal limitagdo no desenvolvimento
de MIPs ainda é entender a complexidade das interagdes monémero/template, que
dependem das condicbes de sintese e dos componentes. O uso de métodos
computacionais, especialmente a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), tem se

tornado essencial para prever e desvendar essas interagoes.

Estudos recentes destacam que ferramentas como DFT, dindmica molecular e
docking molecular permitem prever a estequiometria ideal, identificar os sitios de
interacdo mais estaveis e estimar energias de ligagao, contribuindo diretamente para
o aumento da seletividade e da eficiéncia dos MIPs [142]. A analise das energias de
interacdo monémero/analito possibilita identificar o monémero mais adequado para
um determinado analito, diferenciar quais interagdes predominam (ligacédo de
hidrogénio, eletrostatica, hidrofébica, m—1r), avaliar a estabilidade do complexo pré-

polimerizacgao e otimizar proporgcdes mondmero/template (Figura 12).
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Figura 12: Elucidacdo das interagcdes monémero—analito em polimeros
molecularmente impressos (MIPs) com base em célculos de Teoria do Funcional da
Densidade (DFT). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Além disso, abordagens tedricas permitem reduzir significativamente o numero
de experimentos empiricos, acelerando o desenvolvimento de sensores mais
eficientes. A integracdo de DFT com inteligéncia artificial tem sido apontada como uma
das principais tendéncias futuras, permitindo correlacionar propriedades estruturais
com desempenho analitico [142]. Portanto, o uso de DFT deixa de ser apenas uma
ferramenta complementar e passa a ser um elemento central no design racional de

MIPs, especialmente quando se trabalha com monémeros complexos como AAs.

Apesar do avancgo significativo na area, o uso de PAAs ainda é limitado a alguns
sistemas especificos, enquanto diversos aminoacidos permanecem subexplorados ou
praticamente inexplorados como mondmeros em MIPs. Dos 20 aminoacidos listados
apenas a metade foi empregados em plataformas MIPs. Isoleucina, valina, alanina,
treonina, glutamina, asparagina, triptofano, tirosina, histidina e prolina ainda
permanecem sem aplicagdo. Essa lacuna representa uma oportunidade cientifica
significativa, pois cada um desses aminoacidos apresenta propriedades unicas. A
auséncia desses sistemas na literatura sugere que o campo ainda nao explorou
completamente o potencial quimico dos aminoacidos como blocos construtores de

MIPs. Nesse sentido, o uso combinado de DFT + planejamento racional pode ser
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decisivo para identificar quais desses mondmeros apresentam maior afinidade com

diferentes classes de analitos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Gerais

Desenvolver e investigar sensores eletroquimicos baseados em polimeros
molecularmente impressos (MIPs) utilizando aminoacidos como mondmeros
funcionais, com énfase no reconhecimento de macromoléculas, bem como realizar
uma analise dos resultados do uso de aminoacidos na sintese de MIP, visando a
construcdo de uma revisdo especializada do conhecimento cientifico desta

modalidade de sensores.

2.2 Especificos

e Desenvolver um sensor eletroquimico utilizando eletrodo de carbono vitreo
(GCE) modificado com o6xido de grafeno reduzido (rGO) e MIP baseado em
poliglicina  (P-Gly) eletropolimerizada, para a determinagdao de
monoramnolipideo (Mono-RHL).

e Desenvolver um sensor eletroquimico utilizando eletrodo de carbono vitreo
(GCE) modificado com o6xido de grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas de
ouro (AuNPs), com polileucina (P-Leu) eletropolimerizada, para determinar
xilotriose (X30S).

e Caracterizar as etapas de construcdo dos sensores, utilizando as técnicas
microscoépicas (SEM), espectroscépicas (XPS, EDS e FTIR) e eletroquimicas
(CV e EIS).

e Avaliar o desempenho analitico dos sensores desenvolvidos, considerando
parametros como sensibilidade, seletividade, repetibilidade, estabilidade e
limite de detecgao.

e Aplicar os sensores em amostras de reais de ramnolipidios produzidos por
bioeletroquimica e amostras de xilooligossacarideos oriundas do pseudo-caula
da bananeira.

e Investigar mecanismos de interagdo entre os aminoacidos e os analitos, com
foco nas contribuicbes de interacbes nado covalentes no processo de

reconhecimento molecular.
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e Analisar artigos cientificos sobre o uso de aminoacidos como monémeros na
sintese de MIPs, explorando avancos, desafios e oportunidades no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

e Correlacionar as propriedades estruturais e quimicas dos aminoacidos com o
desempenho dos MIPs, buscando estabelecer diretrizes para a escolha

racional de monémeros.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados neste trabalho s&o de grau analitico de alta
pureza e estdo listados na Tabela 13. Todas as medidas eletroquimicas foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato Metrohm modelo AUTOLAB
PGSTAT204 em uma célula eletroquimica de vidro (compartimento unico de 15 mL)
contendo trés eletrodos: um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), um
contraeletrodo de fio de platina e o eletrodo de trabalho. Solu¢des de trabalho dos
analitos foram preparadas a partir de um reagente de grau analitico em tampéao fosfato

(PB) 0,1 mol L™" pH 7,0, a partir do qual todas as outras solugdes foram preparadas.

Tabela 13: Lista de reagentes envolvidos na quantificacdo do Mono-RHL e X30S.

Nome Fétm_ula Marca Grau de n° CAS
quimica pureza
Glicina C2HsNO2 Sigma-Aldrich = 99,0% 56-40-6
Mono-RHL Ca26H4609 Sigma-Aldrich 95,0% 869062-42-0
Etanol C2HsO Exodo 99,8% 869062-42-0
cientifica
Sulfato de sédio Na2SO04 Synth 99,0% 7757-82-6
Fosfato de sédio bibasico NazHPO4 Exodo 99,0% 7558-79-4
cientifica
Fosfato de sodio mono NaH:PO4 Synth 1%%%0‘/0 7558-80-7
Oxido de grafeno CxOyHz Sigma-Aldrich - -
Cloreto de potassio KCI Neon 99,7% 7447-40-7
Ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)e] QHEMIS 99,0% 13746-66-2
Acido sulfarico H2S04 Sigma-Aldrich g0 7664-93-9
Acido 3-hidroxidecandico C10H2003 Sigma-Aldrich = 98,0% 5561-87-5
Acido Oleico C1gH3402 Sigma-Aldrich = 99,0% 112-80-1
Di-ramnolipidio Cs32Hs5609 Sigma-Aldrich 95,0% 869062-42-0
Acido linoleico C1sH3202 Sigma-Aldrich >99,0% 60-33-3
Acido palmitico C16H3202 Sigma-Aldrich 2 99,0% 57-10-3
Acido estearico Ci1gH3602 Sigma-Aldrich 2 99,0% 57114
Ramnose monohidratada CeH1406 Sigma-Aldrich 2 99,0% 10030-85-0
Nitrato de sadio NaNOs Sigma-Aldrich 2> 99,0% 7631-99-4
Sulfato de magnésio MgSO4 Sigma-Aldrich = 99,5% 7487-88-9
Fosfato de potassio bibasico K2HPO4 Sigma-Aldrich 2> 98,0% 7758-11-4
Leucina CsH13NO2 Sigma-Aldrich = 98,0% 61-90-5
Xilotriose C15H26NO13 Cayman 2 95,0% 47592-59-6
acido cloroaurico HAuCls - aq Sigma-Aldrich 99,9% 27988-77-8
Glicose CsH1206 Sigma-Aldrich = 99,5% 50-99-7
Frutose CsH1206 Sigma-Aldrich = 99,0% 57-48-7
Arabinose CsH100s5 Millipore 99,0% 87-72-9
Xilobiose C10H1809 Sigma-Aldrich 2 90,0% 6860-47-5
Xilose CsH100s Sigma-Aldrich 2 99,0% 58-86-6

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Para as analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), foram
utilizados um potenciostato/galvanostato com méddulo de FRA (Metrohm modelo
AUTOLAB PGSTAT204), em solugao de ferricianeto/ferrocianeto de potassio 5,0 x 10"
3 mol L' em KCI 0,5 mol L', com faixa de frequéncia de 1,0 x 10° Hz a 0,1 Hz com 10
pontos por década, amplitude de sinal senoidal de 0,01 V, fixando o potencial
especifico de cada estudo obtidos pelas medidas de CV.

Para ajustar o pH das solugdes, foi utilizado um medidor de pH Bel Engineering
modelo W3B. Um ultrassom Eco-sonics modelo Q3.0/25 A foi usado para preparar a
suspensao de rGO. Na metodologia experimental, utilizou-se agua ultrapura obtida
por meio do sistema Milli-Q, a qual apresenta elevada resistividade (=18,2 MQ-cm) a
25°C e baixos teores de contaminantes organicos, inorganicos e microbiolégicos.

Para analise de infravermelho, foi utilizado um microscopio Hyperion 2000
BRUKER com detector MCT na faixa de 400 a 1000 cm~" em cristal de germanio ATR.
Para analise de microscopia eletronica de varredura, foi utilizado um equipamento
JEOL modelo JSM-IT500HR. A analise XPS foi realizada utilizando um espectrémetro
comercial UNI-SPECS UHV System com pressao inferiora 5 x 1077 Pa. A linha Mg Ka
(hv = 1254,6 eV) foi utilizada como fonte de ionizagdo e a energia de passagem do
analisador foi ajustada para 10 eV. O ruido inelastico dos espectros de alta resolugéo
de C 1s, O 1s e N 1s 2p foi subtraido utilizando o método de Shirley. Os espectros
foram deconvoluidos utilizando uma funcdo do tipo Voigtiana com combinagdes
Gaussiana (70%) e Lorentziana (30%). A largura a meia altura variou entre 1,3 e 2,1

eV, e as posic¢des dos picos foram determinadas com uma precisao de 0,1 eV.

3.2 Limpeza da superficie do GCE

O eletrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode - GCE) foi submetido a
um processo de limpeza manual seguindo metodologia previamente descrita na
literatura [143]. Inicialmente, o GCE foi polido mecanicamente utilizando suspensao
de H20 e p6 de alumina com granulometria de 0,30 um sobre um tecido de poliéster.
Em seguida, foi realizada a ativagao eletroquimica por meio de varreduras sucessivas
utilizando CV em solugédo de H2S04 0,5 mol L. Por fim, apds a conclusdo de todas
essas etapas, a sonda eletroquimica de Ks[Fe (CN)s] foi empregada, sendo o perfil
obtido, apresentado na Figura 13, adotado como referéncia de uma superficie

adequadamente limpa [144], onde temos (Ipa/lpc) = 1,04 e (Epa-Epc) = 87,73 mV,
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onde os valores ideais sao de (lpa/lpc) = 1 e (Epa-Epc) = 59,0 mV a 25°C. Dessa
forma, o protocolo adotado assegurou condicbes adequadas de limpeza para
obtencgao de resposta analiticas consistentes e reprodutiveis. Essa diferenca de AEp
pode ocorrer por alguns motivos: i) leve resisténcia ndo compensada da solugéo; ii)
pequena heterogeneidade da superficie do eletrodo; iii) limpeza boa, mas nao perfeita,
possivel adsorgao residual muito discreta; iv) influéncia da velocidade de varredura
usada na CV [40].
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Figura 13: Perfil voltamétrico obtido apds limpeza do GCE, utilizado como referéncia.
v =100 mV s; [KCI] = 0,5 mol L"; [K3[Fe(CN)e]] = 5,0 x 103 mol L-". Fonte: Elaborada

pelo préprio autor.

3.3 Preparo e eletrodeposig¢ao do rGO

Para formar um filme de rGO foi seguido uma metodologia otimizada [145], na
qual, uma mistura de 2,5 mL de 6xido de grafeno (Graphene Oxide - GO) a 4 mg/mL
e 10 mL de H20 ultrapura foi previamente preparada e submetida a um banho
ultrassoénico por 4h. Em seguida, utilizando o GO sonicado, uma suspensdo com
Na2S0O4 0,2 mol L' em uma proporgdo de 1:1 foi preparada (GO/Na2S0sa).
Posteriormente, com base em outras pesquisas [145,146], o rGO foi eletrodepositado
usando a suspensao GO/Na2S0s4, aplicando um potencial de —1,4 V por 500s para a
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reducdo e formacdo da camada de rGO na superficie do eletrodo (GCE/rGO),
deixando o eletrodo secar a temperatura ambiente. A escolha do potencial foi baseada

no pico de redugao observado na voltametria ciclica da Figura 14.
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Figura 14: Voltamograma ciclico para GCE na presenca de 0,2 mol L' de Na2S04 e
0,50 mg mL"" de GO. v =100 mV s™'. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

3.4 Construgao do sensor GCE/rGO@Poli(Gli)

Para obtengdo do filme e-MIP de poliglicina (P-Gly), foi realizada uma
eletropolimerizacao (adaptada da literatura [147]por CV na faixa de potencial de -0,8
a 1,9 V, a partir de uma solugao contendo 1,0 x 107> mol L' de glicina (Gly) e 1,0 x
1078 mol L~! de Monoramnolipideo (Mono-RHL) em tampé&o fosfato (Phosphate Buffer
— PB) 0,1 mol L' pH 5,9. O sensor foi imerso em uma solugdo hidroalcodlica de
H2O/EtOH (propor¢cao 9:1) sob agitagdo para remover o Mono-RHL e formar
cavidades especificas (GCE/rGO@Poli(Gli)). Nesta etapa de formagado do e-MIP,
alguns parametros que influenciam as propriedades do filme foram otimizados, sendo
a concentragao de Mono-RHL, o numero de ciclos de eletropolimerizacéo, os tempos

de extracao, religacdo e o pH de religagdo descritos na Tabela 14. Para fins de
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comparag¢ao, um eletrodo de polimero molecularmente ndo impresso (Molecularly

Non-printed Polymer - NIP) foi fabricado sob as mesmas condi¢des experimentais.

Tabela 14: Parametros e valores otimizados no desenvolvimento do filme para o
sensor Mono-RHL.

Parametros Intervalo estudado Valor 6timo
Numero de ciclos 3-15 9
Concentragcao de RHL
0,1-10 1
(Mmol L)

Tempo de extragao (min) 1-10 2,5
Tempo de religagéo (min) 25-15 10
pH de religacao 5-9 7

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

3.5 Obtencao das nanoparticulas de ouro

Para a obtencao das nanoparticulas de ouro (AuNPs), utilizadas no sensor para
xilotriose (X30S), o eletrodo GCE/rGO foi imerso em uma solugao contendo 0,5 x 1073
mol L™* de HAuCl, preparada em H,SO, 0,5 mol L™, para a eletrodeposi¢cao de AuNPs
sobre sua superficie obtendo o GCE/rGO/Au. O processo foi realizado por
cronoamperometria (Chronoamperometry — CA), pela aplicagdo de um potencial
constante de +0,70 V até que a carga de 1,0 x 1072 C fosse atingida, conforme descrito

na literatura [148].

3.6 Construcao do sensor GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP

A obtencao do filme e-MIP, foi realizada por CV no intervalo de potencial de -
0,5 até 2,0 V (estudado na secado 3.16), na superficie GCE/rGO/Au a partir de uma
solugdo contendo 1 x 103 mol L' de Leucina (L-Leu) e 1 x 10 mol L' de Xilotriose
(X30S) em tampao PB 0,2 mol L' e pH 6. O sensor foi imerso em EtOH sob agitagéo
para remover o X30S e formar cavidades especificas (GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP).
Nesta etapa de formacdo do e-MIP, alguns pardmetros que influenciam as
propriedades do filme foram otimizados, sendo a concentracdo de X30S, o niumero
de ciclos de eletropolimerizagao, os tempos de extracao/religacédo descritos na Tabela
15. Para fins de comparacgao, um eletrodo NIP foi fabricado sob as mesmas condi¢oes

experimentais.
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Tabela 15: Parametros e valores otimizados no desenvolvimento do filme para o
sensor X30S.

Parametros Intervalo estudado Valor 6timo
Numero de ciclos 1-9 5
Concentragao de L-Leu (M) 10 -90 50
Tempo de extragao (min) 5-15 10
Tempo de religagéo (min) 5-15 10

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

3.7 Método de deteccgao

Devido a auséncia de processos redox nas condi¢gdes dos estudos, uma sonda
eletroquimica de Ks[Fe (CN)e] (5,0 x 1073 mol L™") em KCI 0,5 mol L™" e CV na faixa
de potencial de -0,2 a 0,7 V foi usada para a detec¢cao de Mono-RHL e X30S. Para
monitorar a resposta do sensor, foi utilizado o calculo da variagao de corrente de pico
(Alp) apos as etapas de extragao e religagao utilizando a DPV (Figura 15), de acordo

com a equagao 1.

Alp = Ipextrac,‘éo - Ipreligagéo Equacéo (1)
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Figura 15: DPVs para os processos de extragdo (verde) e religagdo (amarelo)
mostrando a variagdo de corrente entre os processos. v = 10 mV s, [K3[Fe(CN)s]] =
5,0 x 103 mol L. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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3.8 Construcao das curvas analiticas

A DPV foi utilizada como técnica eletroanalitica apds a construgao e otimizagao
dos sensores. As curvas analiticas foram obtidas preparando-se solu¢des na faixa de
concentragdo de 5,0 x 10™*a 1,0 x 107'> mol L' (para a curva do Mono-RHL), e na
faixa de 0,5 x 10™* a 9,0 x 107" mol L' (para a curva do X30S), obtidas a partir de
uma solugéo estoque em tampao PB 0,2 mol L™ a pH 7,0. Os limites de detecgéo (LD)
e de quantificacédo (LQ) foram calculados de acordo com as recomendagdes da Uniéo
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (/International Union of Pure and Applied

Chemistry - IUPAC) [149], utilizando as equacgdes 2 e 3.

3,3xSD
S

LQ = 20X Equacéo (3)

S

LD =

Equacéo (2)

Nessas equacgdes, S representa a inclinacdo da curva (sensibilidade
amperomeétrica) analitica e SD o desvio padrao do intercepto da curva analitica. Trés

repetigdes, n = 3, foram utilizadas para determinar os valores de Se SD.

3.9 Amostra de ramnolipidios

A amostra foi obtida utilizando um sistema bioeletroquimico aplicando um
potencial de +0,3 V, utilizando Pseudomonas aeruginosa como microrganismo. Esta
bactéria € conhecida na literatura por produzir ramnolipidios [150-152]. As medicbes
foram realizadas em um meio sintético contendo uma mistura de acidos graxos. A
célula bioeletroquimica, foram adicionados 100 mL desta mistura eletrolitica
juntamente com concentragdes conhecidas de acidos linoleico, oleico, palmitico e
estearico (8 g L"), 1,5 mL de suspensdo do microrganismo na faixa de 1 x 108
UFC/mL e 1 mL de solugao de oligoelementos (como ferro, cobre, zinco, magnésio e
fésforo). A reagao de bioeletrossintese foi realizada aplicando-se um potencial (+0,3
V) durante um periodo de 24 h.

A célula bioeletroquimica de vidro utilizada possui uma capacidade de 300 mL
e consiste em dois compartimentos cilindricos concéntricos com um sistema de
resfriamento externo para controle de temperatura. Um eletrodo de fibra de carbono
(83 cm x 3 cm) foi utilizado como eletrodo de trabalho, enquanto um eletrodo de
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Ag/AgCl 3 mol L' usado como eletrodo de referéncia. No compartimento do catodo, o
eletrodo auxiliar consiste em uma placa de Anodo Dimensionalmente Estavel
(Dimensionally Stable Anode - DSA) com area de 25 cm? A composi¢cao dos
elementos presentes na célula bioeletroquimica foi a seguinte: déleo vegetal de
sementes de goiaba, como fonte de carbono (uma mistura de 6leos); solugdo de
oligoelementos; K,HPO,, MgSO,, KCI e NaNO; como eletrdlito; suspensdo de

Pseudomonas aeruginosa previamente preparada no inoculo.

3.10 Amostra de xilooligossacarideos

A xilana foi solubilizada do pseudocaule da bananeira de acordo com o método
que utiliza peréxido de hidrogénio em meio alcalino [153], e submetido a hidrélise
enzimatica. Esse processo foi realizado em frascos contendo 5 mL de tampéo fosfato
de sddio 0,05 mol/L (pH 6), mantidos a 55°C sob agitagao a 150 rpm. A reagéo utilizou
endoxilanase previamente purificada de Aspergillus versicolor [7]. A hidrélise foi
realizada utilizando uma concentragdo de hemicelulose de 2% e uma carga
enzimatica de 50 U/g durante um periodo de 24h. Para interromper a reagao, os
frascos foram colocados em &agua fervente por 5min. Posteriormente, a mistura
reacional foi centrifugada a 5000 rpm por 10min e filtrada através de um filtro de
seringa de 0,22 ym. Para quantificar os XOS, as amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography -
HPLC) utilizando um sistema WATERS equipado com uma coluna Aminex HPX-87C
(Bio-Rad, 300 x 7,8 mm). A coluna foi operada a 80 °C, com agua ultrapura como fase
movel a uma vazao de 0,6 mL min~. Foi utilizado um volume de injecdo de 20 uL e a
deteccéo foi realizada com um detector de indice de refragcao (Waters 2414). As curvas
de calibracao foram preparadas utilizando solugées padrao em varias concentragdes
de xilose, xilobiose (X20S), xilotriose (X30S), xilotetraose (X40S), xilopentaose
(X50S) e xilohexaose (X60S), seguindo a metodologia descrita por Freitas et al.
(2021) [7].
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sensor eletroquimico com impressdao molecular baseado em glicina
eletropolimerizada sob 6xido de grafeno reduzido para determinagcao de
monoramnolipidios.

Uma das classes de compostos com ampla gama de aplicagbes nas mais
diversas areas sao os surfactantes, devido ao seu tipo de estrutura que contém
regides polares (hidrofilicas) e apolares (hidrofébicas), também conhecidas como
cabeca e cauda, respectivamente [154]. Devido a sua caracteristica de formar
emulsdes, espumas e suspensdes, sdo comumente utilizados em formulacdes
agricolas e cosméticas [155]. Além disso, atuam como protetores contra corrosao
[156], sao aplicados em supercapacitores [157,158], reduzem efetivamente a tenséo
superficial e interfacial [155], entre outras propriedades. Quanto a sua producéo, pode
ser realizada quimicamente, sendo necessario o uso de muitos reagentes prejudiciais
ao meio ambiente. Uma alternativa viavel, que ja vem sendo amplamente aplicada, é
a conversao de fontes de carbono, principalmente residuos agroindustriais, por meio
de biotransformacdo por microrganismos como bactérias, fungos e leveduras,
gerando produtos denominados biossurfactantes [159].

Entre as classes de biossurfactantes, os RHLs sao glicolipidios produzidos por
diferentes tipos de microrganismos, sendo a bactéria Pseudomonas aeruginosa a
espécie mais utilizada [160,161]. Uma das propriedades dos RHLs de baixo peso
molecular é a capacidade de reduzir eficazmente a tensao superficial e interfacial; os
RHLs de alto peso molecular sdo mais eficazes como estabilizadores de emulsdes
[155]. O composto Mono-RHL, especificamente, € um dos principais produtos com
maior producgao (Figura 16) [162]. Possui diversas aplica¢des, incluindo seu uso como
biossurfactante, biorremediacdo de poluentes (petrdleo), biodegradagédo de
hidrocarbonetos, mobilidade e reducéo da toxicidade de metais, e inibigado da atividade

biocida, o que o torna um composto de grande interesse em novos estudos [163].
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Figura 16: Estrutura molecular do Mono-RHL. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Em relagédo a quantificagao, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (Liquid Chromatography with Mass Spectrometry — GC/MS) é a principal
técnica utilizada para a quantificacdo de RHLs devido a sua alta sensibilidade [164—
167]. Em uma reviséo sobre analise de biossurfactantes, outras técnicas sao listadas
para a quantificacdo desses compostos, incluindo métodos colorimétricos e
cromatograficos [168]. Outras técnicas podem ser utilizadas para obter maior
praticidade e rapidez de analise, como as técnicas eletroanaliticas que utilizam
sensores eletroquimicos modificados, os quais apresentam caracteristicas como alta
sensibilidade, pouco ou nenhum tratamento da amostra e possibilidade de
portabilidade, além de um tempo de produgao curto e moderado, sendo aplicadas na
determinacado dos mais diversos compostos [38,169]. Estudos utilizando sensores
eletroquimicos para a quantificagdo especifica de Mono-RHL ainda nao foram
explorados. Até o momento, existe apenas um sensor eletroquimico baseado em GCE
com eletrodeposicdo de rGO e AuNPs utilizando L-Serina (L-Ser) para impresséo
molecular para acido 3-hidroxidecanoico, que determina a classe de RHLs
indiscriminadamente, utilizando método de clivagem [96]. Em contraste, o objetivo
deste trabalho é a determinacédo seletiva de Mono-RHL em sua forma integral, o que
representa um avanco significativo, visto que este é o primeiro sensor descrito para a
quantificacao seletiva de Mono-RHL. Este sensor é capaz de diferenciar Mono-RHL
de Diramnolipideo (Di-RHL), os dois principais compostos da classe RHL. Outro ponto
relevante e inovador desta pesquisa é a construcdo de um sensor eletroquimico do
tipo polimero MIP para uma macromolécula como o Mono-RHL, o que representa um
desafio consideravel devido ao tamanho das cavidades formadas durante o processo
de impressao molecular.

A P-Gly possui as seguintes propriedades: capacidade de formar filmes
poliméricos (principalmente por eletropolimerizagdo); interagdes eletrostaticas
seletivas (por grupos funcionais laterais); compatibilidade com nanomateriais e
materiais carbonaceos; Estabilidade e reprodutibilidade de filmes poliméricos;
Facilidade de preparacdo e custo-beneficio [147,170,171]. Assim, o foco foi o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a determinacao seletiva de Mono-

RHL, utilizando impressdo molecular de P-Gly produzida eletroquimicamente sob
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filmes de rGO. Além disso, mantendo alta sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade
e baixo custo de produgéao, podendo o sensor ser aplicado nas mais diversas amostras

de Mono-RHL, como em amostras de sistemas bioeletroquimicos.
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Grafico 2: Sensor molecularmente impresso a base de poliglicina e rGO para a
quantificacdo de Mono-RHL. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.2 Comportamento eletroquimico do Mono-RHL

Estudos sobre o comportamento eletroquimico do Mono-RHL foram realizados
utilizando CV em duas faixas de potencial (-1 — 0 V; 0 — 1,9 V) em GCE e séao
mostrados na Figura 17. O eletrdlito suporte utilizado foi PB 0,1 mol L™" a pH 7, a
velocidade de varredura foi de 100 mV s™', purgando N2() por 15min. Analisando os
resultados, podemos verificar que nao ha picos faradaicos relacionados aos
processos redox do Mono-RHL, apresentando apenas processos capacitivos. Outro
fendmeno observado na Figura 17 é a diferenga no potencial de oxidacdo da H20
(~1,75 V), que se desloca ligeiramente para potenciais mais positivos na presenga do
Mono-RHL. Uma hipétese para entender esse fenbmeno, tem como base a estrutura

do Mono-RHL, como surfactante, pode adsorver-se na superficie do eletrodo. Isso
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pode causar alteragdes na corrente dos processos envolvidos (oxidagao da H20). Dois
efeitos principais podem ser listados como: uma mudancga na energia de ativagédo da
reagao de oxidagcao da agua, dificultando a transferéncia de elétrons; e uma mudanca
na estrutura da dupla camada elétrica, que influencia a densidade de carga interfacial.
Na literatura, surfactantes sdo amplamente utilizados para alterar propriedades como
a taxa de reacgao e o deslocamento de potencial [172,173]. Como o Mono-RHL né&o
apresentou picos redox, a determinagao do composto nao pode ser feita diretamente,
sendo necessaria outra abordagem. Neste contexto, foi utilizada uma sonda
eletroquimica, o ferricianeto de potassio (K;[Fe(CN)]) na concentragédo de 5 x 1073
mol L~' em KCI 0,5 mol L.
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,00 0,25 0,50 0,75 1,00
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150 o
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Figura 17: Comportamento eletroquimico do Mono-RHL em GCE. A) e B) CVs para
as regides catddica e anodica do GCE, respectivamente. [Mono-RHL] = 0,1 x 10-3 mol

L-*; [PB]=0,1 mol L-"em pH 7; 100 mV s'; N2 por 15 min. Fonte: Elaborada pelo proprio
autor.

4.3 Eletropolimerizagao

Os processos eletroquimicos envolvidos na etapa de eletropolimerizagao na
superficie GCE/rGO foram investigados por meio de diferentes estudos utilizando
voltametria ciclica (CV) (Figura 18). Na Figura 18A, dois picos foram observados, um
de oxidagao e outro de reducdo em aproximadamente 1,5 e -0,5 V, respectivamente,
que ocorrem somente apos a adigcdo de rGO. Isso indica oxidacdo e redugao de
espécies presentes no rGO, com os dois picos estando diretamente relacionados,
como podemos ver na Figura 18B, onde o pico de redugao aparece somente apos a

formagao do produto oxidado em aproximadamente 1,75 V. Outra informagéao extraida
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da Figura 18A é o aumento da corrente de pico na presenga de Gly. Uma variagao da
velocidade de varredura de 25 — 200 mV s™' foi explorada na Figura 18C, onde ha um
aumento na corrente de pico até uma velocidade de 100 mV s, que é, portanto, a
velocidade ideal para as reagdes envolvidas no processo. Finalmente, na Figura 18D,
temos o perfil final de eletropolimerizacédo na presenca de Mono-RHL, onde podemos
observar uma diminui¢do na corrente de pico a cada novo ciclo. Isso ocorre devido a

formagao do filme polimérico impresso que cobre a superficie a cada novo ciclo.
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Figura 18: Estudo da eletropolimerizagcdo de glicina. A) CVs a 50 mV s™" para as
superficies GCE, GCE/rGO, GCE/Gli e GCE/rGO+Gili. B) CVs do Primeiro e segundo
ciclo em GCE/fGO; 50 mV s™. C) Diferentes velocidades de varredura em
GCE/rGO+Gli. D) CVs do perfil final de eletropolimerizagdo de Gly na presenga de
Mono-RHL. [Gly] =10 x 10" mol L™" [PB] = 0,1 mol L™ pH 7. Fonte: Elaborada pelo proprio

autor.

Um esquema mecanistico foi elaborado com base nas informacgdes da Figura
18 e em dados disponiveis na literatura, e esta esquematizado na Figura 19.

Inicialmente, ocorre a formagao de radicais amino (-NH) pela aplicagdo do potencial
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elétrico na célula eletroquimica por CV (-0,8 a 1,9 V), que para a glicina é de
aproximadamente 1,8 V [174,175]. Em seguida, esses radicais formados atacam
outras moléculas de glicina que possuem um bom grupo de saida (H20%) devido ao
pH 7 do meio, visto que o ponto isoelétrico (pl) da Gly € 5,9, calculado pelos seus dois
valores de pKa, 2,34 e 9,60, iniciando o processo de polimerizagao [176]. Isso se
repete até o final da aplicagao do potencial elétrico, resultando na formacgao do filme

polimérico de Gly e Mono-RHL.
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Figura 19: Esquema do mecanismo de polimerizagao da glicina. Fonte: Elaborada pelo
préprio autor.

4.4 Caracterizagao microscopica do GCE/rGO@poli(Gli)

A morfologia de cada etapa de modificacdo do sensor foi investigada por meio
de microscopia eletrbnica de varredura (Scanning Electron Microscopy — SEM). As
imagens foram ampliadas em 25.000 vezes com a aplicagdo de energia de 5 kV,

juntamente com analise de espectroscopia de raios X por dispersdo de energia
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(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy — EDS) (Figura 20). A Figura 20A mostra a
superficie do GCE apds a limpeza, demonstrando que ndo ha modificagbes ou
impurezas, apenas a presencga de C. A Figura 20B mostra as folhas de rGO no GCE,
demonstrando que a eletrorreducdo do GO ocorreu para formar o GCE/rGO,
confirmada pelo aparecimento do pico de O no grafico EDS. A Figura 20C mostra a
formacao do filme polimérico eletrossintetizado de Gly na presenga de Mono-RHL
(GCE/rGO@MIP). A Figura 20D mostra a morfologia do filme NIP e do controle, e
mostra as folhas de rGO (GCE/rGO@NIP). O pico de nitrogénio ndo aparece no
grafico devido a baixa propor¢cao de atomos de N em relagdo a O e C, e nao foi
detectado pela técnica EDS. Através das morfologias apresentadas, algumas

diferengas foram encontradas que concordam com as etapas de formacgao do sensor.
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Figura 20: Andlises MEV e EDS para A) GCE. B) GCE/rGO. C) GCE/rGO@MIP. D)
GCE/rGO@NIP. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os picos EDS relacionados ao Na sdo residuos do Na,SO, utilizado na

preparagdao da suspensao de GO. Folhas de rGO bem definidas podem ser
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visualizadas em todas as imagens, exceto na do GCE limpo. A opacidade nas
superficies de GCE/rGO@MIP e GCE/rGO@NIP indica a formagdo de camadas

sobrepostas as folhas de rGO previamente eletrodepositadas.

4.5 Caracterizagao espectroscoépica
4.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR) foram realizadas na faixa de 400 a
4000 cm™, observando-se os valores de transmitancia gerados. O espectro do GCE
foi utilizado como comparagdo, sendo subtraido do outro espectro, facilitando a
identificacdo das principais diferengas encontradas entre as camadas de rGO, MIP e
NIP, conforme mostrado na Figura 21 e na Tabela 16. O estiramento da ligagao
observado em 1060 cm™ refere-se a vibragao simétrica C—C-N (Figura 21C), a banda
observada entre 1610 e 1750 cm™ é uma deformacdo assimétrica relacionada a
vibragdo N-H (Figura 21D) e o pico em 680 cm™ refere-se ao ion carboxilato (Figura
21B). Outra banda de vibragéo foi verificada em 1460 — 1580 cm™, referente a C-H
assimétrico e C — O simétrico (Figura 21D). Essas vibragdes foram observadas apenas
para GCE/rGO@MIP e GCE/fGO@NIP, pois se referem a presengca do
poliaminoacido, o que corrobora a confirmacdo da presenga de glicina no filme
polimérico e-MIP formado [177,178]. Os picos em 2340 e 2360 cm™" referem-se ao
CO:2 atmosférico, que sao causados pela prépria analise e sao coletados em todos os

espectros.

Tabela 16: Picos e bandas encontrados no espectro FTIR.

A (cm™) Bandas
670 Carboxilato
1060 C-C-Nsim.
1460 - 1580 (CHﬂexéo assim. + C-Osim) def.
1610 - 1750 N-Hassim.
2340 CO2
2360 CO2

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Figura 21: Analises FTIR para A) GCE/rGO; GCE/rGO@MIP e GCE/rGO@NIP. B)
Primeira ampliagdo da regido marcada em A. C) Segunda ampliacdo da regiao
marcada em A. D) Terceira ampliagao da regido marcada em A. das modificacbes do
sensor rGO, MIP e NIP. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.5.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitado por raios X

A Espectrometro de fotoelétrons excitado por raios X (X-ray Photoelectron
Spectrometer — XPS) analisou o sensor para determinar a composicao estrutural
presente na superficie. A Figura 22 mostra os espectros deconvoluidos de alta
resolucao para as espécies de Carbono (C 1s), Oxigénio (O 1s) e Nitrogénio (N 1s)
envolvidas nas etapas de modificagao do sensor. Grupos de carbono aromaticos C-C
sp? foram ajustados em 284,4 eV. Além disso, foram identificados grupos C-N (285,6
eV), C-0 (286,5eV), C=0 (287,7 eV) e O—C=0 (288,9 eV). Na alta energia de ligagao,
observam-se componentes do espectro Auger NaKLL [179]. Os espectros de oxigénio
foram ajustados com trés componentes: os grupos O=C em 531,5 eV, os grupos O-C
em 532,6 eV e O-O=C em 533,7 eV [180]. Os espectros de nitrogénio foram ajustados
com dois componentes: um em 398 eV, proveniente da piridina, e outro em torno de
400 eV, proveniente de grupos alifaticos com ligagdes simples N-C, incluindo aminas
[181]. A analise XPS confirma a modificagdo bem-sucedida da superficie do eletrodo
com rGO e o filme de P-Gly.
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Figura 22: Espectros XPS de alta resolugao desconvoluidos para: A) C1s, B) O1s, C)
N1s em GCE/rGO@Poli(Gli). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

4.6 Caracterizagao eletroquimica

Caracterizacdes por EIS e CV foram realizada para confirmar as modificagdes
de cada etapa da construgao do sensor. Uma solugao de ferricianeto de potassio 5,0
x 1073 mol L' em KCI 0,5 mol L™ foi utilizada, fixando-se o potencial de oxidagéo
obtido pela CV de cada etapa (Figura 23A). As diferentes etapas foram comparadas
em termos de resisténcia de transferéncia de carga (Charge Transfer Resistance —
Rct), extraida do diagrama de Nyquist ajustado com o circuito equivalente de Randles.
O circuito apresenta uma resisténcia da solugéo (Solution Resistance — Rs), devido a
resisténcia 6hmica do eletrdlito, dos contatos elétricos e das conexdes do sistema
eletroquimico uma capacitancia de dupla camada elétrica (Electric Double-Layer
Capacitance — Cal) relacionada ao acumulo de cargas na interface eletrodo/solugéao
devido a separacdao de espécies carregadas. Um elemento de fase constante

(Constant Phase Element — CPE), empregado para representar desvios do
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comportamento capacitivo ideal, frequentemente atribuidos a heterogeneidade
superficial, rugosidade do eletrodo e distribuicdo ndo uniformes de sitios ativos. Uma
resisténcia de transferéncia de carga (Rct) associada a cinética das reac¢des redox que
ocorrem na interface eletrodo/eletrélito, sendo inversamente proporcional a velocidade
de transferéncia eletrénica e um elemento de difusdo de Warburg (Warburg element
— W), descreve os processos difusionais das espécies eletroativas no eletrélito em
diregao a superficie do eletrodo, predominantes em baixas frequéncias [182].
Analisando os resultados CV juntamente com os valores de Rt (Figura 23 e
Tabela 17), observou-se um aumento na corrente com a adi¢do da camada de rGO
(—) em relacéo ao controle GCE (—), um fendmeno relacionado as propriedades de
condutividade do rGO, que diminui o Rct de 384,2 Q para 38,5 Q. Em seguida, com a
formagao do MIP (—), ocorre uma queda na corrente e o valor de Rct sobe para 478,4
Q) devido a adicdo da camada de filme polimérico de Gly e Mono-RHL. Finalmente,
com a extracao e formacgao das cavidades especificas do Mono-RHL (—), a corrente
sobe novamente e o valor de Rct diminui para 392,7 Q. Isso ocorre devido ao maior
acesso da sonda eletroquimica a superficie redox através das cavidades formadas.
Quando o analito é reconectado a sua cavidade (), a corrente retorna a intensidade

do estagio MIP e Rct aumenta para 639,1 Q.
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Figura 23: A) CVs para as etapas de formagao de GCE/rGO@Poli(Gli); v = 100 mV
s71; Ka[Fe(CN)e] = 5,0 x 1073 mol L' [KCI] = 0,5 mol L™"'. B) Diagrama de Nyquist para
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Tabela 17: Valores de Rct obtidos a partir do ajuste do diagrama de Nyquist (n = 3).

Eletrodo Rct (Q)
GCE 384,2
GCE/fGO 38,5
GCE/rGO@Poli(Gli) 478,4
GCE/rGO@Poli(Gli) — Extracao 391,7
GCE/rGO@Poli(Gli) — Religagao 639,1

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Usando CV juntamente com a equagédo de Randles-Sevcik (Equacgao 4), as
areas eletroativas de ambos os eletrodos de trabalho (GCE, GCE/fGO e
GCE/rGO@Poli(Gli)) foram calculadas conforme mostrado na Figura 24 e nos dados
da Tabela 18. Usando esses valores, a area eletroativa dos eletrodos de trabalho foi
determinada. Essas areas sido 6,4, 10,0 e 54 cm? para GCE, GCE/'GO e
GCE/rGO@Poli(Gli), respectivamente.
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Figura 24: CVs obtidos para 5 x 102 mol L' de Kz[Fe(CN)s]. A) GCE. B) GCE/rGO.
C) GCE/rGO@Poli(Gli) D) Ip vs. v"2, GCE (azul), GCE/rGO (preto) e
GCE/rGO@Poli(Gli) (vermelho). v = 25; 50; 75; 100; 150; 200 mV s~'. Fonte: Elaborada

pelo proprio autor.
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A partir desses valores, € possivel concluir que a resposta eletroquimica da
sonda de ferricianeto de potassio € significativamente influenciada pela superficie do
eletrodo de trabalho, resultando em um aumento de 1,6 vezes na presenga de rGO
em comparacao com GCE. Com a adi¢ao do filme polimérico ocorre uma diminuigéo
no valor de area eletroativa, este resultado corrobora para com as demais
caracterizagdes sugere uma melhoria na sensibilidade do eletrodo proposto, estando
de acordo com outros resultados da literatura [183].

Onde /p é o valor da corrente de pico anddica ou catddica; D é o coeficiente de
difusdo (7,3 x 107 cm? s7) [184], 4 é a area eletroativa, n € o nimero de elétrons
envolvidos na reagdo, € € a concentragdo (5,0 x 10 mol cm?®) e v é a taxa de
varredura potencial (V s™'). O estudo foi realizado em velocidades de 25, 50, 75, 100,
150, 200, 250 e 300 mV s™', com os valores de inclinagao Ip vs. v'2 descritos na Tabela
18.

Tabela 18: Valores da area eletroativa para GCE, GCE/rGO e GCE/rGO@Poli(Gli)
obtidos por estudo de velocidade.

Eletrodo Inclinagéo (pA V-2 s-12) Area (102 cm?)

232,3 6,4
GCE

-232,9 6,4
361,8 10,0

GCE/rGO
-363,3 10,0
189,7 3,2

GCE/rfGO@Poli(Gli
@Poli(Gh) -195,3 5,4

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.7 Otimizacao de parametros

Para melhorar o desempenho analitico do sensor e-MIP destinado a
determinacdao de Mono-RHL, alguns parametros foram estudados a fim de alcancar
maior sensibilidade, ou seja, uma maior diferenga na corrente medida através da
sonda eletroquimica (Alp). Entre os parametros, foram avaliados: razao
mondmero/analito; numero de ciclos de eletropolimerizacao; tempos de extracédo e
religacdo do analito; e pH de religacdo. Esses parametros estdo diretamente
relacionados a formacao de cavidades especificas para o analito e a sua deteccéo
(Figura 25).
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Figura 25: Otimizacao dos parametros A) Concentracdo de Mono-RHL; fixa: [Gli] = 10
x 107 mol L. B) Numero de ciclos de eletropolimerizagao. C) Tempo de extragdo em
solucdo [Agua:Etanol] na proporcéo de 9:1 para MIP e NIP. D) Tempo de religacéo
em solugéo [Mono-RHL] =1 x 10~ mol L™" para MIP e NIP. E) pH de religagao. Fonte:

Elaborada pelo préprio autor.

4.7.1 Numero de ciclos e concentragao de Mono-RHL

A razdo mondmero/analito foi o primeiro pardmetro avaliado. Uma
concentragdo de 10,0 x 10% mol L™' de Gly foi fixada, variando-se apenas a
concentragéo de Mono-RHL (0,1 x 1078 — 10,0 x 107 mol L"), sendo a quantidade

ideal 1 x 107 mol L' (Figura 25A). Concentragdes muito baixas de Mono-RHL néo
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sao suficientes para a formacédo de muitas cavidades, causando menor valor de Alp.
Com a adicdo de Mono-RHL apds o ponto maximo, houve uma queda no sinal, que
pode estar associada a ndo formacgao de cavidades especificas ou a aglomeragao do
analito, gerando cavidades muito grandes. O numero de ciclos, que esta diretamente
relacionado a espessura do filme e, consequentemente, a quantidade de cavidades
formadas, também foi avaliado. A Figura 25B mostra um aumento no sinal até 9 ciclos,
com quedas acentuadas em Alp apds esse numero de ciclos. Isso pode estar

associado a formagao de um filme muito espesso apds o nono ciclo [183].

4.7.2 Tempos de extragao/religagao e pH de religagao

Os parametros de tempo de extracéo, religacdo e pH de religacdo estao
diretamente relacionados a detectibilidade do analito nas cavidades. Para avaliar as
cavidades formadas, os tempos de extracao e religagdo foram avaliados comparando-
os com o sensor NIP (controle, sem cavidades especificas). A extracao foi realizada
em uma solucao hidroalcodlica de agua:etanol onde a proporgao foi avaliada, tendo
melhor resultado na relagéo (9:1), como mostra a Figura 26. Posteriormente o tempo
de extragao foi otimizado com agitagéo, variando o tempo de processo de 1 a 10 min.
O uso de solventes organicos € amplamente utilizado e descrito na literatura, pois
solubiliza o analito removendo-o da cavidade [185]. Na Figura 25C, observa-se um
decaimento no sinal, sendo 2,5min o tempo de extracao ideal. Esse decaimento pode
estar associado a degradacdo da cavidade ou mesmo do filme, causando menor
religacdao do analito e, consequentemente, maior acesso pela sonda. Observa-se
também que o controle (NIP) ndo apresenta praticamente nenhuma variacao,
permanecendo praticamente constante ao longo do tempo. Isso ocorre devido a
adsorcao nao especifica na superficie do GCE/rGO@NIP.

O estudo do tempo de religagao foi realizado em uma solug¢ao de Mono-RHL
1,0 x 1077 mol L™ sob agitagao, variando o tempo de processamento de 5 a 15min
(Figura 25D). H& um aumento no sinal até 10min de religagdo e, apos esse tempo,
nao houve variagao significativa em Alp. Isso pode indicar o preenchimento completo
das cavidades formadas na etapa de impressao molecular, atingindo o equilibrio de
adsorcao do analito com sua cavidade. Semelhante ao controle do tempo de extracao,
nao ha variagao significativa, apenas adsorcao nao-especifica. Esses dois parametros
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avaliados juntamente com seus controles corroboram a confirmagao da formacgao dos

sitios ativos especificos do Mono-RHL.

9:1 1:1 1:9
Agua:Etanol

Figura 26: Estudo de proporgao entre agua e etanol para a extragao do Mono-RHL.
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Em relagdo ao pH da solugédo de religagdo, observa-se que o meio ibnico
influencia a resposta do sensor, especialmente na etapa de religagéo, onde a P-Gly
apresenta diferentes grupos que interagem com o Mono-RHL; por esse motivo, ele
também é avaliado. A faixa de pH estudada foi de 5,0 a 9,0, conforme mostrado na
Figura 25E. O pH 7,0 foi o que apresentou o maior Alp, o que esta de acordo com o
que é relatado na literatura para AAs, onde o pH fisiolégico (7,4) € ideal. [186,187].

O pH da solucéao de religagao impacta diretamente o desempenho do sensor,
pois modifica a condigdo de ionizagdo dos grupos funcionais da P-Gly e do Mono-
RHL. A P-Gly possui grupos amina e amida, enquanto o Mono-RHL possui grupos
carboxilicos e hidroxila, todas sensiveis a mudangas no pH. Essas mudancas alteram
as cargas superficiais, afetando assim as interacdes eletrostaticas e de hidrogénio que
ocorrem durante o processo de religacdo [188]. Quando o pH se aproxima da
neutralidade, um melhor estado de equilibrio é alcangado entre as formas protonadas
e desprotonadas, o que favorece interagdes especificas e uma religagao eficiente. Em

pH acido, a protonacéo excessiva das aminas causa repulsao e reducao da afinidade.
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Em pH alcalino, a desprotonacédo das cadeias de carbono no Mono-RHL enfraquece
as interagbes de ligacdo de hidrogénio, resultando em repulsdes negativas. Além
disso, o pH afeta a agregacdo do Mono-RHL, afetando diretamente a criagdo e a
estabilidade das cavidades no MIP [189,190].

4.8 Curva analitica

Uma curva de calibragéo foi desenvolvida apds a otimizagdo dos parametros
do sensor, utilizando DPV e variando a concentragdo de Mono-RHL na solucéo de
religacdo. Nessas condi¢des, os parametros de desempenho foram obtidos a partir da
Figura 27, onde a faixa de concentragdo estudada foi de 5,0 x 10™*a 1,0 x 10~'2 mol
L. Duas regibes de linearidade foram observadas, a primeira faixa sendo de 5,0 x
1074 a 0,2 x 107> mol L™, obtendo-se a Equagéo (5) com R? de 0,998. Essa quebra
na linearidade deve-se a dificuldade de acoplamento das moléculas nas cavidades
formadas mais internamente, combinada com maior adsorgdo nao-especifica do
analito na superficie do sensor, uma vez que as cavidades mais externas e mais
acessiveis sao preenchidas primeiro, sendo esse perfil caracteristico de sensores do
tipo MIP [119,191]. A sensibilidade foi de 217,5 yA/pmol L™" e os limites de detecc¢ao
e quantificagdo da curva foram de 1,2 x 107" e 4,0 x 107'* mol L', respectivamente
(n=3).

Alp = 10,3 + 217,5 [Mono — RHL] Equacao (5)

35

304 5x10"M

4]

201 1x10"”M @A

? Ly ¥=10,3+ 275X
125-
S

R=0,99

154

Corrente (pA)

10 4

NIP

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[Mono-RHL] (pM)

-0I,2 0,0 0:2 0:4 0:6 0:8 1,0 1,2 1,4
E vs Ag/AgCl 3 M (V)

Figura 27: Curva de calibragdo com DPVs na faixa de 5,0 x 107" — 1,0 x 1072 mol

L~" com inserg&o da variagéo de Ip em fungdo da concentragéo para MIP e NIP (n =

3). Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Comparando esses resultados com outros estudos descritos na literatura,
podemos verificar a relevancia do trabalho desenvolvido (Tabela 19). A maioria das
determinagdes € cromatografica, utilizando apenas um sensor eletroquimico. Em
relagdo aos metodos cromatograficos, o dispositivo desenvolvido apresenta as
vantagens de menor tempo de analise, simplicidade de fabricagéo, custo de produgéo
moderado e pouco preparo da amostra, mantendo niveis de sensibilidade préximos
ou até mesmo superiores. Quanto ao sensor reportado na literatura [96], ele n&o é
especifico para a determinacdo de Mono-RHL, realizando um processo de clivagem
para a quantificacdo do acido 3-hidroxidodecandico (3-HDA), nédo diferenciando o
Mono-RHL de outros compostos da classe. No presente estudo, o sensor
desenvolvido apresentou uma sensibilidade de 217,5 pA/pmol L™', o que corresponde
a 2,2 x 108 A (mol™' L). Em comparagao, o outro sensor obteve uma sensibilidade de
apenas 1,3 x 107 A-(mol™'-L), evidenciando que o sensor proposto neste trabalho é
significativamente mais sensivel. Portanto, o sensor proposto é seletivo para Mono-
RHL e apresenta um baixo limite de detecg¢ao, podendo ser comparado com outros

métodos descritos na literatura.

Tabela 19: Comparacao dos métodos de quantificacdo de RHLs.

Metodologia analitica Faixa linear LD AS Ref.
(mol L) (molL"") A (mol™ L)
LC-MS/MS 0,1%x107-1,8x10% 59x107" - [165]
HPLC-UV 24x10%-49x10° 24x10° - [192]
UPLC-MS/MS 0,1%x10%-1,2x10* 0,09 x 108 - [164]
GCE/rGO/MnNPs/LSer@MIP 5,3 x 1072-2,7 x 1071 22 x 1072 1,3 x 107 [96]
GCE/rGO@Poli(Gli) 50x10"-1,0x10""2 1,2x10 22x10® Este trabalho

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.9 Seletividade

As cavidades geradas para o Mono-RHL foram avaliadas em termos de
seletividade por meio de um estudo com outros compostos interferentes. Os
compostos escolhidos foram Di-RHL, acidos palmitico, acido oleico, acido linoleico,
ramnose e 3-HDA, todos na concentragdo de 1,0 x 1077 mol L™'. Para o estudo, o
sensor foi produzido normalmente, alterando-se apenas a solugao de religacdo que
continha um dos interferentes listados. O controle (NIP) também foi investigado e os

resultados sdo mostrados na Figura 28, onde é possivel observar que apenas o Mono-
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RHL apresentou uma variagao significativa em termos de Alp em comparagao com o
controle, com valores de 17,1 e 5,5 pYA, respectivamente. Isso demonstra que a
cavidade € especifica para o analito estudado e que os outros compostos ndo se ligam
as cavidades produzidas. Embora as moléculas sejam estruturalmente semelhantes,
existem pequenas diferengas nas saturacdes e nas quantidades de carbono, o que é
suficiente para impedir o acoplamento nas cavidades geradas, uma vez que elas nao

sdo complementares em tamanho, forma e interagdes.

I viP B NIP

Alp (pA)

gg‘\' ‘g:b\’ .\(\Oo \e’\"'o \é\c‘o g‘ov. (\06"0
O N 0 & Y S
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Figura 28: Estudo de seletividade de cavidade com impressao molecular de Mono-
RHL (n = 3). Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Outras informagdes obtidas a partir da Figura 28 s&o os dados apresentados
na Tabela 20, onde os parametros (a), referentes ao fator de impressao molecular, e
(B), referentes ao fator de seletividade, foram calculados para o Mono-RHL e os
interferentes. As Equagbes (6) e (7) foram utilizadas para o célculo de a e j,
respectivamente. Para a, o maior valor foi 3,1 para o Mono-RHL e inferior a 1,1 para
os demais interferentes. Isso indica que as cavidades formadas possuem maior
capacidade de interagdo com o Mono-RHL pelo efeito de impressao molecular [82,96].
Para B, os valores encontrados demonstram maior capacidade seletiva para o Mono-
RHL; consequentemente, os sitios ativos apresentam uma orientagéo espacial mais

favoravel para o analito, em detrimento dos demais compostos [82,96].
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__ AIp(MIP) ~
a= 2 Equacao (6)

__ a(Mono—RHL)
T a (Interferente)

Equacéo (7)

Tabela 20: Valores dos parametros de seletividade a e B do GCE/rGO@PoliGli.

Molécula Alp MIP (uA) Alp NIP (pA) a B
Mono-RHL 17,1 5,5 3,1 -
Di-RHL 6,0 5,3 1,1 2,8
Acido palmitico 6,4 6,4 1,0 3,1
Acido oleico 6,0 6,0 1,0 3,1
Acido linoleico 5,5 54 1,0 3.1
3-HDA 6,3 5,9 1,1 2,9
Ramnose 6,3 7,1 0,9 3,5

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.10 Aplicagao em amostras de RHLs

O sensor desenvolvido foi aplicado para determinar Mono-RHL em amostras
com concentragdes desconhecidas de RHLs produzidas em sistemas
bioeletroquimicos por Pseudomonas aeruginosa. Uma aliquota da amostra foi diluida
até a faixa de trabalho do sensor e, em seguida, quantificada (Tabela 21). O valor
encontrado na aliquota foi de 10,9 x 10" mol L™', com 10,9 x 107® mol L~" de Mono-
RHL na amostra original. Portanto, o método proposto pode ser aplicado para

determinar Mono-RHL em amostras reais.

Tabela 21: Quantidades adicionadas e encontradas, desvios padrao relativos e taxas
de recuperagao (n = 3).

Amostra Adicionado Encontrado Recuperado DPR
(102 M) (107 M) (%) (%)
Mono-RHL - 10,9+0,2 - -
7,0 18,2+ 0,5 102,4 2,7
8,0 19,1+0,3 101,6 1,4
9,0 19,6 + 0,3 96,4 1,3

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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4.11 Estudo de recuperagao

A DPV e o sensor GCE/rGO@Poli(Gli) foram usados para determinar as
quantidades recuperadas pelo método de adicdo padrao a amostra, que foi usado
para minimizar o efeito da matriz (Figura 29 e Tabela 21). Quantidades conhecidas do
padr&o analitico Mono-RHL de 7, 8 e 9 x 10-"2mol L' (P1, P2 e P3) foram adicionadas
as amostras de RHLs e, posteriormente, a célula eletroquimica, e voltametrias foram
obtidas (Figura 29B). As recuperagdes variaram de 96% a 102%, com um Desvio

Padrdo Relativo (DPR) abaixo de 2,6% (Tabela 21), demonstrando a preciséao do

método.
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Figura 29: A) Curva de adicao padrdao obtida pela aplicagdo a amostra. B)
Voltamogramas de pulso diferencial (DPV) obtidos para a etapa de extragéo, adigéo
da amostra e adi¢do do padrdo. Ks[Fe(CN)e] = 5,0 x 1073 mol L™" em KCI 0,5 mol L™";
v =10 mV s™'. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.12 Avaliagao da repetibilidade e estabilidade do GCE/rGO@poli(Gly)

A repetibilidade e a estabilidade do sensor foram avaliadas utilizando soldagem
eletroquimica de ferricianeto de potassio 5,0 x 1072 mol L™' em KCI 0,5 mol L™" na
determinagdo de Mono-RHL (0,5 x 1077 mol L™"). Para o estudo de repetibilidade, 7
eletrodos de trabalho GCE/rGO@poli(Gli) foram desenvolvidos e testados (Figura
30A), onde a resposta média foi de aproximadamente 11 pA de Alp com um DPR de
4,11%, mostrando que a metodologia de construgédo do sensor é repetivel e com baixa
variagao de sinal. Em relagao a estabilidade intradia, medigbes consecutivas (ciclos
de extracao/religacao) foram realizadas com o mesmo GCE/rGO@poli(Gli) (Figura
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30B), onde o Alp inicial foi de aproximadamente 12 pA. Como resultado, o
GCE/rGO@Poli(Gli) preservou 87,4% do sinal até o quarto ciclo, caindo para 82,1%
no sexto ciclo, o que demonstra que o mesmo sensor pode ser reutilizado pelo menos
quatro vezes, mantendo uma excelente resposta analitica.

Ao avaliar a estabilidade interdia, onde 0 mesmo dispositivo € armazenado a
temperatura ambiente (25 °C), na auséncia de luz e testado em dias diferentes,
observou-se uma perda completa da resposta de um dia para o outro, alterando o
perfil voltamétrico (Figura 30C), indicando uma degradacgao do filme MIP apds 24h.
Embora o teor de etanol na mistura agua:etanol (9:1) seja relativamente baixo, o etanol
ainda pode ter um impacto significativo na estabilidade do filme polimérico (MIP),

especialmente apos o processo de dessorgao.
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Figura 30: A) Estudo de repetibilidade em diferentes GCE/rGO@Poli(Gli). B)
Estabilidade intradiaria para um GCE/fGO@Poli(Gli). C) Estudo de estabilidade
interdiaria para GCE/rGO@Poli(Gli). [Mono-RHL] = 1,0 x 107 mol L-'. Fonte: Elaborada
pelo préprio autor.
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Existem varias razdes possiveis para a degradagédo observada na cavidade ou
mesmo no filme, como: ruptura das redes de ligagdes de hidrogénio da matriz
polimérica, enfraquecendo as interagdes intra e intermoleculares dentro do polimero;
Efeito de intumescimento da matriz polimérica, onde a adigado de EtOH pode reduzir a
polaridade da fase aquosa, alterando o ambiente de solvatag¢ao; Natureza anfifilica do
molde: o Mono-RHL, por ser anfifilico, tende a se agregar em micelas e, durante a
dessorgdo, a solubilidade parcial do Mono-RHL em agua e etanol (9:1) pode ser
facilitada, mas também pode desestabilizar as interagdes polimero-molde; e,
finalmente, alteragdo na energia superficial, onde a presencga de etanol reduz a tenséo
superficial da mistura. Essa alteracdo pode afetar a adeséo entre o filme MIP e o
substrato, especialmente em sensores de filme fino, levando a delaminagdo ou
fissuragao apds multiplos ciclos de colagem e lavagem [193,194]. Esta ultima hipotese
€ a mais provavel e pode ser observada no estudo de estabilidade intradia (Figura

30B), onde, apds alguns ciclos, ha uma diminuicdo na diferenga de corrente inicial
(Alp).

4.13 Conclusao

Um novo sensor foi desenvolvido com base em polimeros de impressao
molecular eletropolimerizados com glicina sob 6xido de grafeno reduzido, para a
quantificacdo de Mono-RHL em amostras de RHL produzidas em sistemas
bioeletroquimicos. Todas as etapas de construcado do sensor foram caracterizadas por
diversas técnicas eletroquimicas (EIS e CV), espectroscépicas (XPS, EDS e FTIR) e
microscoépicas (SEM), demonstrando a importancia do filme de e-MIP de P-Gly sobre
rGO na sensibilidade e seletividade do sensor desenvolvido. Sob condi¢des
experimentais otimizadas, os parametros de desempenho foram calculados,
encontrando-se um baixo LD de 2,1 x 107" mol L™ na faixa de concentragdo linear
de 5,0 x 107* a 0,2 x 107'2 mol L™". Portanto, os resultados experimentais revelaram
que o sensor eletroquimico apresentou boa seletividade, precisao, repetibilidade e
reprodutibilidade. Em comparacdo com outros métodos descritos na literatura, o
sensor GCE/rGO@Poli(Gli) mostrou-se superior em termos de custo, tempo de
analise e sensibilidade. Os resultados indicam que a plataforma de detecgao proposta
neste trabalho é uma alternativa simples, sensivel, estavel e robusta para quantificar

Mono-RHL em diferentes matrizes de amostra.
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4.14 Sensor eletroquimico baseado em filme de poli(leucina) com impressao
molecular sob 6xido de grafeno reduzido e nanoparticulas de ouro para a
determinagcdao de xilotriose em amostras oriundas de residuos

agroindustriais.

Os XOSs sao oligossacarideos nao digeriveis, que estdo presentes em alguns
alimentos como leite, mel e vegetais e podem ser obtidos por processo bioldgico,
através de enzimas [32]. Os XOSs sao constituidos por unidades de xilose,
diferenciando apenas no grau de polimerizacdo, sendo a xilobiose, Xxilotriose e
xilotetrose (Figura 31) os produtos majoritarios, tendo taxas de conversédo de 66% a
partir de residuos de banana, relatadas na literatura [195]. A principal aplicagdo é em
alimentos por apresentar caracteristica probiética, aumentando o crescimento, vigor e
o potencial do metabolismo de microrganismos presentes no trato gastrointestinal,
melhorando a saude do individuo [196,197]. Outras propriedades benéficas a saude
é verificada em diversos disturbios dos nossos sistemas, cardiovasculares,

neurolégicos, inflamatorios, oncoldgicos e endécrinos [198].
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Figura 31: Estrutura quimica da Xilotriose (X30S). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Em termos de quantificacéo, os diferentes tipos de cromatografia predominam
na quantificagdo de XOSs devido a sua alta sensibilidade. Em uma revisao sobre

analise e producao de XOS, as técnicas de HPLC, GC/MS, Cromatografia de Troca
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Anibnica de Alto Desempenho com Detec¢gdo Amperométrica Pulsada (HPAEC/PAD),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e eletroforese capilar sdo listadas como
principais meios de quantificagdo de XOS [199]. Para cada método existem vantagens
e desvantagem, por isso, outras técnicas podem ser utilizadas pois oferecem maior
praticidade e rapidez de analise, como as técnicas eletroanaliticas através do
desenvolvimento de sensores eletroquimicos modificados, mantendo as propriedades
de alta sensibilidade, adicionando seletividade, pouco ou nenhum tratamento da
amostra e possibilidade de portabilidade, além de um tempo de producio
relativamente curto, sendo aplicados na determinagdo dos mais diversos compostos
[200,201]. Até o presente momento, nao foi descrito nenhum sensor eletroquimico que
determinou X30S, portanto, essa pesquisa € uma grande inovagao sendo o primeiro
sensor eletroquimico para essa finalidade. O objetivo deste trabalho € a determinagéo
seletiva de X30S em sua forma integral, o que representa um avango significativo,
visto que este é o primeiro sensor descrito para a quantificacdo seletiva de X30S.
Outro ponto relevante e inovador desta pesquisa € a construgdo de um sensor
eletroquimico do tipo polimero MIP para uma macromolécula como o X30S, o que
representa um desafio consideravel devido ao tamanho das cavidades formadas
durante o processo de impressao molecular.

O foco foi 0 desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a determinacao
seletiva de X30S, utilizando impressdao molecular de P-Leu produzida
eletroquimicamente sob filmes de rGO e decoradas com AuNPs. Mantendo as
propriedades de alta sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade e baixo custo de
producado, sendo o sensor aplicado em amostras produzidas atraveés de processos

enzimaticos em residuos de banana.
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Eletrodo de carbono Eletrodeposicdo Eletropolimerizagéo : 2
vitreo (GCE) de rGO e AuNPs P-Leu + X308 Cavidade seletiva
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Grafico 3: Sensor eletroquimico baseado em filme de poli(leucina) com impressao

molecular sob rGO e AuNPs para a determinacao de X30S. Fonte: Elaborada pelo proprio
autor.

4.15 Comportamento eletroquimico do X30S

Estudos sobre o comportamento redox do X30S foram realizados utilizando a
CV em dois intervalos de potencial (-2,0a 0,0 Ve 0,0 a 1,9 V), como mostra a Figura
32. O eletrdlito de suporte utilizado foi PB 0,1 mol L™ (pH 7,0), a velocidade de
varredura foi fixada em 100 mV s™ e a solugao foi previamente desoxigenada por

borbulhamento de N, () durante 15 min.

A estrutura da X30S, mostrada na Figura 31, é constituida por unidades de
xilose e apresentando grupos funcionais normalmente inativos eletroquimicamente,
como grupos éteres e hidroxilas, que nao participam diretamente de processos redox
nas condi¢coes estudadas. Ao avaliar o comportamento eletroquimico da X30S sobre
a superficie do GCE (Figura 32 A e B), observa-se a auséncia de picos faradaicos
atribuiveis a processos redox do X30S, sendo detectados apenas processos

capacitivos na janela de potencial investigada.

Na Figura 32B pode ser observado um deslocamento do potencial de oxidagao
da agua de aproximadamente 1,6 V para potenciais mais positivos (~1,8 V) na

presenca do X30S. Esse comportamento pode estar associado a adsor¢gao de X30S
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na superficie do GCE, promovendo uma modificagdo da interface eletrodo/solucéo e

dificultando a descarga associada ao processo de oxidagao.
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Figura 32: Voltamogramas ciclicos em GCE na presenca de X30S em GCE. A)
Regido catodica e B) Regido anddica. [X30S] 5 x 103 mol L-'; Tamp&o [PB] = 0,1 mol
L-"em pH 7; v =100 mV s™'. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

As AuNPs e CuNPs foram eletrodepositadas em GCE com o objetivo de
investigar um possivel efeito catalitico no comportamento redox do X3OS.
Inicialmente, foi utilizada a CV em solugdo de HAuUCI, (0,5 x 103 mol L-') em H2S04
0,5 mol L' para a identificar o potencial de redugéo do ouro metalico. Inicialmente, a
espécie AuCls em solucgéo e reduzida a Au® devido a medida ser iniciada no potencial
0,0 V. Conforme apresentado na Figura 33A, o processo de redugado ocorre em torno
de +0,7 V [202], pela reacgao:

AuCls@aq) + 3™ — Augs)

Os picos de oxidagdo observados nos voltamogramas estdo associados a
oxidagdo do ouro metalico, com formagao de AuOH (Au*') em aproximadamente +1,1
V, bem como a formacgdo de espécies de oxido de ouro, como AuO (Au*?), Au203

(Au*3), em torno de +1,3 V [202], conforme descrito pelas reagoes:

Aus)+ H2O — AuOH + H* + e
AuOH(ads) —» AuO + H* + e~
2AUOHads) + H20 — Au203s) + 4H* + 4e-
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Em potenciais proximos a +0,9 V observa-se o processo de redug¢ao dos 6xidos
formados, e formagdo novamente em Au® em potencial +0,7 V [202], descrito pelas
reacgoes:

Auz203(s) + 4H*(aq) + 4™ — 2AUOHads) + H20
AuOHads) + H* + e — Aus) + H20

Posteriormente, o potencial de +0,7 V foi fixado e aplicado por CA até atingir
uma carga total de 1,0 mC, conforme otimizagdo previamente descrita na literatura
[148].

Para a formacao das nanoparticulas de cobre (CuNPs), realizou-se uma CAem
potencial de -0,4 V, em solugdo de Cu(NOs)2 (concentracéo especificada), durante
120s. Em seguida, visando a ativacao eletroquimica das CuNPs, empregou-se a CV
no intervalo de —0,7 a +0,3 V em solugdo de NaOH 1 mol L' (Figura 33B). Observam-
se dois picos anddicos proximos em potenciais em torno de -50 mV, atribuidos a

formacéao de 6xido cuproso, conforme a reacgio:

2Cu + 20H = Cu20 + H20 + 2e-

Em potenciais mais positivos, aproximadamente +20 mV, ocorre a formagéao de
hidréxido cuprico ou 6xido cuprico, resultante da oxidagao do Cu20 ou do proprio Cu

metalico a Cu?*, conforme as reagdes:

Cu20 + 20H + H20 = 2Cu(OH)2 + 2e"
Cu(OH)2 = CuO + H20

No sentido inverso da varredura, observa-se a redugao das espécies oxidadas
e a redeposicido de cobre metalico em potenciais proximos a -0,35 V, conforme

descrito pelas reagdes:

2CuO + H20 +2e = Cu20 + 20H-
Cu20 + H20 + 2e- = 2Cu + 20H-

O processo de ativacdo das CuNPs em meio alcalino promove o aumento
progressivo da intensidade dos picos anddicos e catddicos ao longo dos ciclos

voltamétricos, indicando a formagao de uma estrutura nanoporosa ou dendritica de
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cobre com elevada area superficial eletroativa [203]. Esse comportamento é

evidenciado na Figura 33B pelo aumento de corrente a cada novo ciclo.

Como resultado, a Figura 34 mostra que n&o foram identificados processos
redox anddicos ou catddicos atribuiveis ao X30S sobre as superficies GCE/Au e
GCE/Cu, sendo observadas apenas reagdes caracteristicas do ouro e do cobre, as
quais apresentam diminuicdo de intensidade na presenca do analito. Esse
comportamento pode ser atribuido a adsorgcao superficial do X30S, que dificulta a

ocorréncia dos processos redox dessas espécies metalicas.

Considerando que o X30S nao apresenta picos faradaicos nas condicdes
estudadas, sua determinagao eletroquimica ndo pode ser realizada de forma direta,
tornando necessaria a adogdo de uma abordagem indireta. Nesse contexto,
empregou-se como sonda eletroquimica o ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)e]), na

concentragéo de 5 x 103 mol L', em solugéo de KCI 0,5 mol L.
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Figura 33: A) Perfil voltamétrico do GCE na presencga e auséncia de HAuCl, (0,5 x
10- mol L) em H2S04 0,5 mol L. B) CVs de ativagdo das CuNPs em NaOH 1,0 mol
L-7. v =100 mV s™'. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Visando otimizar a capacidade de deteccdo, as nanoparticulas (NPs) foram
testadas para verificar se conseguiam intensificar a corrente na analise eletroquimica
do ferricianeto de potassio (Figura 35). Observando a Figura 35A, a superficie GCE/Cu
mostrou uma corrente de pico menor do que as outras para o par redox Fe®*'/Fe®",
enquanto o GCE/Au revelou um aumento consideravel em comparagao com o controle

GCE. O decréscimo no sinal observado no GCE/Cu pode estar ligado a oxidacao do
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cobre, que acontece perto de 0,1 V, que esta associada a criacao de hidréxidos ou

oxidos de cobre. Tais elementos podem atuar como um bloqueio parcial, diminuindo a

transferéncia de elétrons da sonda redox.
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Figura 34: Comportamento eletroquimico do X30S. Voltamogramas ciclicos (CVs)
para as regides catddica e anddica de A e B) GCE/Au; C e D) GCE/Cu,
respectivamente. [X30S] = 5,0 x 103 mol L-*; [PB] = 0,1 mol L-" em pH 7; 100 mV s";

N2(g) por 15 min. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

As AuNPs foram selecionadas e mantidas no sensor sendo analisadas junto

com rGO em solugao de ferricianeto de potassio (5 x 10> mol L") em KCI 0,5 mol L™,

com a técnica de voltametria ciclica (Figura 35B). As superficies estudadas foram:
GCE, GCE/rGO, GCE/Au e GCE/rGO/Au. Os resultados apontaram um aumento
percentual na corrente de pico, ao comparar ao GCE, de:

* 45% quando a superficie foi alterada com rGO (GCE/rGO);

» 38% para a superficie alterada com AuNPs (GCE/Au);

* 55% com a alteragao combinada (GCE/rGO/Au).
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Figura 35: Caracterizacao das etapas de modificagdo do sensor. A) CVs comparando
de CuNPs e AuNPs na resposta eletroquimica da sonda Redox Fe3+/Fe2+. B) CVs
para as superficies GCE, GCE/rGO, GCE/Au e GCE/rGO/Au na sonda Redox
Fe3*/Fe?*. (5 x 103 mol L") [K3[Fe(CNs)] = 5,0 x 103 mol L"; em KCI 0,5 mol L™*; 100
mV s'. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Essas informagdes demonstram uma melhora importante na condutividade e,
portanto, maior capacidade de detecgao do sensor. Esse resultado superior se deve
as propriedades do rGO e das AuNPs, que ampliam a area eletroativa e facilitam a
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a solugao. Além disso, o rGO mostrou-se
um excelente substrato na fixacdo das AuNPs, mostrando a importancia de combinar

esses dois materiais no sensor final.

4.16 Eletropolimerizagao

O comportamento eletroquimico da L-Leu e seu processo de
eletropolimerizagédo foram investigados em GCE, juntamente com a modificagdo do
GCE com rGO sobre a polimerizacao e as propriedades da matriz polimérica formada.
Trés diferentes metodologias de eletropolimerizagao foram avaliadas (Tabela 22),
onde parametros como velocidade de varredura, concentracédo de L-Leu, numero de

ciclos, eletrdlito e intervalo de potencial aplicado foram investigados (Figura 36).

Os resultados mostram variagbes significativas na formacado dos filmes
poliméricos de L-Leu na superficie do GCE. As Figura 36 B, C e D apresentam
diferentes perfis voltamétricos obtidos nas condicbes estudadas, o que indica
alteracdes na estrutura e nas propriedades dos filmes formados frente as variagdes

dos parametros eletroquimicos. Dentre as metodologias avaliadas, a metodologia 2
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(Ep 2) destacou-se por apresentar o maior incremento de corrente nos perfis
voltamétricos (Figura 36A), sugerindo uma formagao mais eficiente e reprodutivel do

filme polimérico.

Quando a eletropolimerizagao foi realizada sobre o GCE/rGO, observaram-se
modificagdes nos perfis voltamétricos de polimerizagao (Figura 37 B, C e D), atribuidas
a presencga do rGO, influenciando nos processos de nucleagao e crescimento do
polimero. Além disso, nos estudos empregando a sonda redox ferricianeto de potassio
(Figura 37A), foi observado comportamento semelhante ao do GCE n&do modificado,
sendo a metodologia 2 novamente associada ao maior incremento de corrente dentre
todos os filmes poliméricos, indicativo de melhor condutividade e formagao do filme.
Portanto, as condi¢des estabelecidas para Ep 2 foram definidas como as mais
adequadas para a formacao de filmes de P-Leu tanto sobre o GCE quanto sobre o
GCE/rGO. Um ponto importante a mencionar diz respeito ao pH utilizado (pH6) que
corresponde ao pl da L-Leu, forma onde as cargas do monémero estao em equilibrio,

0 que pode explicar esse ganho de corrente.

Tabela 22: Parametros avaliados na formacdo da P-Leu nas superficies GCE e
GCE/rGO.

Metodologias Velocidade N°de Concentragao Faixa de Eletrolito Ref

9 102 Vs' ciclos 10° M Potencial(V) (mol L) )

Ep 1 50 10 1 -0,5-0,4 NaOH 1,0 [204]

Ep 2 100 5 5 05-2,0 Z?Hoé; [205]
Ep3 25 3 5 0,0-2,0 I(DpBHO(;;

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Os processos eletroquimicos envolvidos na etapa de eletropolimerizagcao sobre
a superficie GCE/rGO/Au foram investigados por meio de diferentes estudos utilizando
voltametria ciclica (CV) (Figura 38). Na Figura 38A, observa-se um pico de oxidagéo
em aproximadamente 1,5 V, o qual surge exclusivamente apds a adicdo de rGO a
superficie do eletrodo. Esse comportamento indica a oxidagcdo de espécies
associadas ao 6xido de grafeno reduzido, uma vez que tal processo nao & observado
nos eletrodos GCE e GCE/Au.
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Figura 36: Estudo da eletropolimerizagédo de L-Leu. A) CVs apos EP 1,2 e 3 em GCE.
B) Perfil de formagao de P-Leu Ep 1. C) Perfil de formagao de P-Leu Ep 2. D) Perfil
de formacéo de P-Leu Ep 3. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Figura 37: Estudo da eletropolimerizagdo de L-Leu. A) CVs apos EP 1, 2 e 3 em
GCE/rGO. B) Perfil de formagao de P-Leu Ep 1. C) Perfil de formagéo de P-Leu Ep 2.
D) Perfil de formagao de P-Leu Ep 3. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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A Figura 38A mostra um aumento da corrente de pico na presenga de AuNPs
(GCE/rGO/Au), influenciando o aumento de condutividade causado pelas
propriedades combinadas do rGO e das AuNPs. Quando o mondmero L-Leu é
adicionado na célula eletroquimica, observa-se uma diminui¢do da intensidade no
processo de oxidagdo, sugerindo sua participagdo no processo eletroquimico e a

interacdo das espécies oxidaveis durante a formagao do filme polimérico.

Na Figura 38B é apresentado o perfil de eletropolimerizacdo na presenca de
X30S, onde ¢é possivel observar a diminuigdo progressiva da corrente de pico a cada
novo ciclo voltamétrico. Esse comportamento é atribuido a formacdo do filme
polimérico impresso, que recobre gradualmente a superficie do eletrodo ao longo dos

ciclos, promovendo a diminuicdo da transferéncia eletrdnica.
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Figura 38: Estudo da eletropolimerizagdo de L-Leu. A) CVs a 100 mV s™ para as
diferentes superficies na presenca e auséncia de L-Leu; [L-Leu] = 0,2 x 10-3 mol L";
[PB] = 0,1 mol L"; v =100 mV s-'. B) CVs do perfil final de eletropolimerizagao de L-
Leu na presenca de X30S. [L-Leu] = 5,0 x 107®> mol L™*; [X30S] =1,0 x 107%; [PB] =
0,1 mol L-"'mol L™" pH 6. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Um esquema de mecanismo foi proposto com base nas informacgdes
apresentadas na Figura 38 e em dados disponiveis na literatura, sendo mostrado na
Figura 39. Inicialmente, ocorre a formagao dos radicais amino (-NH) pela aplicagao de
potencial elétrico na célula eletroquimica com a CV, na faixa de potencial de -0,5 a
2,0 V [204,205]. Em seguida, os radicais formados reagem com outras moléculas de
L-Leu, que apresentam um bom grupo de saida (H20%) em fungao do pH do meio (~6).
Esse comportamento é atribuido pelo fato de o pH experimental estar proximo do

ponto isoelétrico da L-Leu (pl = 5,9), valor calculado a partir de seus dois valores de
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pKa (pKa1 = 2,33 e pKaz = 9,74), que favorece a ativagao eletroquimica da molécula
e o inicio do processo de polimerizagao[70]. Essa reacgao se repete ao longo dos ciclos
de aplicagcédo do potencial elétrico, resultando na formacgéao de um filme polimérico de

L-Leu na presenca de X30S, que permanece ancorado na superficie do eletrodo.
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Figura 39: llustracdo do mecanismo de eletropolimerizagdo da L-leucina. Fonte:
Elaborada pelo préprio autor.
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4.17 Estudo de extragcao

Um estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a metodologia mais eficiente
para a extragcao do X30S e consequente formagao de cavidades especificas no MIP.
Inicialmente, o etanol, o acido acético e a acetonitrila foram testados, sendo o etanol
o mais eficiente. Além disso, foram investigadas duas formas: extracdo quimica por
etanol e extragao eletroquimica em NaOH (Figura 40). Na extragdo por etanol, foi
utilizado 10 mL de solvente, onde o processo de religacédo foi realizado em uma
solugéo contendo 1 x 1077 mol L™ do X30S em tampéao fosfato (PB) 0,1 mol L™, pH
7,0. O sensor foi imerso com agitacéo por 5 minutos para a etapa de extracao e por

10 minutos para a etapa de religagéo.
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Figura 40: Estudo extracao da molécula molde (X30S) da matriz polimérica P-Leu. A
e C) CVs para diferentes superficies B) DPVs para a extragao por etanol sensor
GCE/rGO/P-Leu@MIP. D) DPVs para a extragao por etanol sensor GCE/rGO/Au/P-
Leu@MIP. E) DPVs para a extragao eletroquimica sensor GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP.
[L-Leu] =5,0 x 1075 mol L™*; [X30S] =1,0 x 107%; [PB] = 0,1 mol L-'mol L™* pH 6. Fonte:
Elaborada pelo préprio autor.

Com o objetivo de confirmar a importancia das AuNPs no sensor, realizou-se
um estudo comparativo utilizando apenas a extragao por etanol nas superficies com
e sem AuNPS (GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP e GCE/rGO/P-Leu@MIP). Os resultados
mostram que a presenga de AuUNPs promoveu um aumento significativo na resposta

eletroquimica, indicado pela variagao da corrente de pico (Alp), que passou de 1,3 x
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107® A para 6,6 x 107® A (Figura 40 B e C). Esse aumento pode ser atribuido a maior
condutividade elétrica, maior area superficial efetiva e maior velocidade de
transferéncia de carga atribuidas pelas AuNPs, além da possivel melhoria na

organizacgao estrutural do filme polimérico.

Para a extracao eletroquimica foi utilizada uma solugdo de NaOH 1,0 mol L™,
utilizando a voltametria ciclica no intervalo de potencial de 0,0 a 1,8 V, com velocidade
de varredura de 100 mV s™'. Quando comparada a extragéo por etanol, a metodologia
eletroquimica apresentou maior valor de Alp, indicando maior eficiéncia na remogéao
do molde e na formacgao das cavidades especificas Figura 40 E. Esse tipo de extracao
€ amplamente relatado na literatura, sendo baseado na superoxidacdo do filme

polimérico em meio fortemente alcalino.

Apesar da maior eficiéncia inicial, verificou-se que o uso repetido da extracédo
eletroquimica em NaOH causava a degradacgdo estrutural do filme, resultando na
ruptura e no descolamento parcial ou total da modificagdo aderida na superficie do
GCE. Esse efeito comprometeu a estabilidade mecéanica e a reprodutibilidade do
sensor. Portanto, considerando o equilibrio entre eficiéncia de extracao e estabilidade
do dispositivo, foi mantida a extragdo por etanol como metodologia padrédo, por
apresentar melhor preservagao estrutural e maior durabilidade do sensor ao longo dos

ciclos.

4.18 Caracterizagao microscépica do GCE/rGO/Au@poli(Leu)

A morfologia de cada etapa de modificagdo do sensor foi investigada utilizando
a microscopia eletrénica de varredura (SEM). As imagens foram obtidas com uma
ampliagcdo de 10.000 vezes, uma energia de feixe de 5 kV, e juntamente com as
analises de espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS) (Figura 41). A
Figura 41A apresenta a superficie do GCE limpo, mostrando uma superficie lisa,
homogénea, sem a presenca de modificacées ou impurezas, com deteccao apenas
do carbono (C) no espectro de EDS. Figura 41B mostra a presencga de folhas de rGO
sobre o GCE, mostrando que o processo de eletrorredugcdo do GO foi bem-sucedido
na formacao do GCE/rGO. Essa modificagao € confirmada pelo aparecimento do pico

de oxigénio (O) no espectro de EDS.
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Na Figura 41C, foi observado a formacao de AuNPs sobre as folhas de rGO
antes eletroreduzidas, onde foram confirmadas pela presencga do pico caracteristico
de ouro no espectro de EDS. A partir dessa imagem, foi realizado o célculo do tamanho
meédio de NPs, estimado em aproximadamente 45 nm, considerando uma
amostragem de 100 particulas. A Figura 41D apresenta a morfologia do filme
polimérico eletrossintetizado de P-Leu na presencga do analito X30S, correspondente
ao sensor impresso molecularmente (GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP). AFigura 41E mostra
a morfologia do filme n&o impresso (NIP), utilizado como controle (GCE/rGO/Au/P-
Leu@NIP), no qual ainda € possivel observar as folhas de rGO e as AuNPs. Em
comparagao com o MIP, nota-se uma menor intensidade do pico de oxigénio no
espectro de EDS, o que pode estar relacionado a diferenga na composi¢ao quimica
do filme, uma vez que, no MIP, ha a contribuicdo adicional de oxigénio proveniente
tanto da P-Leu quanto da X30S.

O pico correspondente ao nitrogénio (N) ndo é observado nos espectros de
EDS, o que pode ser atribuido a sua baixa proporgao atdémica em relagéo ao carbono
e ao oxigénio, além das limitagdes de resolugéo da técnica, bem como a proximidade
energética entre os picos de N e C. As morfologias observadas apresentam diferengas
compativeis com cada etapa de modificacdo do sensor, corroborando a formagao
sucessiva das superficies preparadas. Nao foram detectados picos residuais de sédio
(Na), utilizado na suspensédo de GO (Na2S0s4), nem de fésforo (P) ou enxofre (S),
provenientes dos eletrélitos de suporte empregados durante as etapas de
modificagdo. As folhas de rGO e as AuNPs encontram-se bem definidas e distribuidas

em todas as superficies modificadas, exceto no GCE limpo.
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Figura 41: Analises MEV e EDS para A) GCE. B) GCE/rGO. C) GCE/rGO/Au. D)
GCE/rGO/Au@MIP. E) GCE/rGO/Au@NIP. F) Histograma de tamanho das AuNPs.
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.19 Caracterizagao eletroquimica

A EIS juntamente com a CV foram empregadas para confirmar as modificagoes

de cada etapa da construgdo do sensor. Uma solugao de ferricianeto e ferrocianeto
de potassio 5,0 x 1073 mol L™' cada, em KCI 0,5 mol L™" (Figura 42). As diferentes

etapas foram comparadas em termos de Rct, extraida do diagrama de Nyquist ajustado

com o circuito equivalente de Randles. O circuito apresenta uma resisténcia da

solugao (Rs), uma capacitancia de dupla camada elétrica (Ca1) um elemento de fase
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constante (CPE), uma resisténcia de transferéncia de carga (Rct) e um elemento de
difusdo de Warbug (W) [182].

Analisando os resultados da CV juntamente com os valores de R (Figura 42 e
Tabela 23), observou-se um aumento na corrente com a adi¢ao da camada de rGO
(—) em relagéo ao controle GCE (—), um fendmeno relacionado as propriedades de
condutividade do rGO, que diminui 0 Rct de 23,6 Q para 4,1 Q. Com a adi¢cdo das
AuNPs () houve um pequeno incremento de corrente e resisténcia permaneceu em
5,6 Q. Em seguida, com a formagao do MIP (—), ocorre uma queda acentuada na
corrente e o valor de Rct sobe para 146,9 Q devido a adigdo da camada de filme
polimérico de L-Leu e X30S. Em relacéo ao controle NIP (—) a condutividade é maior
que o MIP e semelhante as GCE em termos de corrente, com relagéo a o Rct 121,8 Q
menor que o MIP indicando que o NIP possui maior velocidade de transferéncia de
elétrons interfaciais. Apods a extragao e formagao das cavidades especificas do X30S
(—), a corrente sobe novamente quando comparado com o MIP e o valor de Rt diminui
para 87,8 Q. Isso ocorre devido ao maior acesso da sonda eletroquimica a superficie
do eletrodo através das cavidades formadas. Quando o analito é religado a sua
cavidade (—), a corrente diminui em relagao a extracdo e Rct aumenta para 196,9 Q.
Podemos concluir com esses resultados a eficiéncia na obtencdo das etapas
envolvidas na constru¢ao do sensor GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP, mostrando a variagéo

da resisténcia de transferéncia eletronica e intensidade de corrente a cada nova etapa.

200 700
100 A B = GCE + GCEIrGO
——P-Leu@MIP
e Extragao //\‘\} 600 - GCE/rGO/Au
Religacdo | -
100 4 0 / 500 J 2254 Ext.ragé? =
- y / 150 Religagao RCT
< ] * |
= i ~ 400 - |
& =100 T T g 75 - /,-—’
E 01 -04 00 04 : 0l 7
E N 300 - —T
5 100 200 300 400
200 +
-100 4
100
— P-Leu@MIP — P-Leu@NIP . PLeu@MIP
RO e GCE —GCE/rGO GCE/rGO/Au 0. . P-Leu@NIP
-08 -06 -04 -02 0,0 0,2 04 0,6 0,8 0 100 200 300 400 500 600 700

E vs Ag/AgCI {V) 3M 7' (Q)

Figura 42: A) CVs para as etapas de formagao de GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP; 100 mV
s71; K3[Fe(CN)s] = 5,0 x 1073 mol L™ [KCI] = 0,5 mol L™'. B) Diagrama de Nyquist para
cada etapa na Figura A (linhas continuas sao ajustes). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Tabela 23: Valores de Rct obtidos a partir do ajuste do diagrama de Nyquist para o
sensor de X30S.

Eletrodo Rct (Q)

GCE 23,6

GCE/rGO 4.1

GCE/rGO/Au 5,6
GCE/rGO/Au@MIP 146,9
GCE/rGO/Au@NIP 121,8
GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP — Extragédo 87,8
GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP — Religagdo 196,9

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Usando CV juntamente com a equagédo de Randles-Sveick (Equagao 4), as
areas eletroativas de ambos os eletrodos de trabalho (GCE, GCE/rGO, GCE/rGO/Au
e GCE/rGO/Au@MIP) foram calculadas conforme mostrado na Figura 43 e nos dados
da Tabela 24. Para o célculo das areas, o estudo foi realizado em velocidades de 25,
50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275 e 300 mV s*!, com os valores de
inclinagéo Ip vs. v'2 descritos na Tabela 24. Usando esses valores, a area eletroativa
dos eletrodos de trabalho foi determinada. Essas areas sao: 5,1; 8,4; 9,3 e 5,1 x 102
cm? para GCE, GCE/IrGO, GCE/IrGO/Au e GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP,
respectivamente. A partir desses valores, € possivel concluir que a resposta
eletroquimica da sonda de ferricianeto de potassio é significativamente influenciada
pela superficie do eletrodo de trabalho, resultando em um aumento de 8,4 cm? na
presenga de rGO e 9,3 cm? na presenca de AuNPs frente 5,1 cm? ao GCE. Este
resultado sugere uma melhoria na sensibilidade do eletrodo preparado, estando de

acordo com outros resultados da literatura [183].
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Figura 43: CVs obtidos para 5 x 103 mol L~" de K3[Fe(CN)e]. A) GCE. B) GCE/rGO.
C) GCE/rGO/Au. D) GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP. E) Ip vs. v'2, GCE (azul), GCE/fGO
(preto), GCE/rGO/Au (Amarelo) e GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP (vermelho). v = 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275 e 300 mV s™'. Fonte: Elaborada pelo proprio

autor.

Tabela 24: Valores da area eletroativa para GCE e GCE/rGO, GCE/rGO/Au e
GCE/rGO/Au@MIP por estudo de velocidade.

Eletrodo Inclinacgio (uA V-2 s'?) Area (102 cm?)
o :
GCE/fGO %ﬂ%% 2:471
GCE/rGO/Au %%7792 196,37
GCE/fGO/AU@MIP _1187% 2: ;

Fonte: Elaborada pelo proéprio autor.
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4.20 Otimizacao de parametros

Para melhorar o desempenho analitico do sensor e-MIP destinado a
determinacao de X30S, alguns parametros foram estudados a fim de alcangar maior
sensibilidade, ou seja, uma maior diferenca na corrente medida através da sonda
eletroquimica (Alp). Entre os parametros, foram avaliados: razdo monémero/analito;
numero de ciclos de eletropolimerizacao; tempos de extragéo e religagao do analito.
Esses parametros estdo diretamente relacionados a formacédo de cavidades

especificas para o analito e a sua detecgao (Figura 44).

Alp(pA)

3 5 7 9
[Leu] (x 10° M) N° de ciclos

Alp(uA)

5 75 10 12,5 15 5 7,5 10 12,5 15
Tempo de extracéo (min) Tempo de religagéo (min)

Figura 44: Otimizacdo dos parametros do sensor GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP. A)
Concentragao de L-Leu; fixa: [X30S] = 1,0 x 107® mol L™*. B) Numero de ciclos de
eletropolimerizacdo. C) Tempo de extracdo em etanol. D) Tempo de religacdo em
solucdo [X30S] = 0,5 x 10° mol L™". Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.20.1 Namero de ciclos e concentragao de X30S

A razdao mondmero/analito foi o primeiro parametro avaliado. Uma
concentragdo de 1,0 x 107® mol L™' de X30S foi fixada, variando-se apenas a
concentragéo de L-Leu (1,0 x 1075 - 100,0 x 107% mol L™"), sendo a quantidade ideal
50,0 x 107 mol L™ (Figura 44A). Concentragbes muito baixas de L-Leu ndo sao
suficientes para a formacao de um numero maior de cavidades, causando menor valor

de Alp. Com a adi¢ao de L-Leu apds o ponto maximo, houve uma queda no sinal, que
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pode estar associada a proporgcédo entre monémero e analito, diminuindo o numero de
cavidades especificas do analito, gerando poucas cavidades especificas. O numero
de ciclos, que esta diretamente relacionado a espessura do filme e,
consequentemente, ao numero de cavidades formadas, também foi avaliado. A Figura
44B mostra um aumento no sinal até 5 ciclos, com quedas acentuadas em Alp apds
esse numero de ciclos. Isso pode estar associado a formagcdo de um filme muito

espesso apos o quinto ciclo [183].

4.20.2 Tempos de extragao e religagao

Os parametros de tempo de extragdo e religacdo estdo diretamente
relacionados a detectibilidade do analito nas cavidades. A extragao foi realizada em
uma solugao de etanol com agitagao, variando o tempo de processo de 5 a 15min. O
uso de solventes organicos € amplamente utilizado e descrito na literatura, pois
solubiliza o analito removendo-o da cavidade [185]. Na Figura 44C, observa-se um
decaimento no sinal, sendo 10min o tempo de extracao ideal. Esse decaimento pode
estar associado a degradacao da cavidade ou mesmo do filme, causando diminui¢ao

numero de cavidades religadas, consequentemente, maior acesso pela sonda.

O estudo do tempo de religagao foi realizado em uma solugéo de X30S 0,5 x
107% mol L' sob agitagao, variando o tempo de processamento de 5 a 15min (Figura
44D). H4 um aumento no sinal até 10min de religacao e, apds esse tempo, ndo houve
variacao significativa em Alp. Isso pode indicar o preenchimento do numero de
cavidades formadas na etapa de impressao molecular, atingindo o equilibrio de
adsorcdo do analito com o numero cavidade disponiveis. Esses dois parametros
avaliados corroboram a confirmacao da formacao dos sitios ativos especificos do
X30S.

4.21 Curva analitica

Uma curva de calibragao foi construida apds a otimizacao dos parametros do
sensor, utilizando a DPV e variando a concentragao de X30S na solugao de religacao.
Nessas condicdes, as figuras de mérito foram obtidas a partir da Figura 45, onde a
faixa de concentragdo estudada foi de 0,5 x 107'* — 9,0 x 107'* mol L™'. Duas regides
de linearidade foram observadas, a primeira faixa sendo de 0,5 x 1074 a 4,0 x 107"

mol L™', com equacéo (8) e R2 de 0,999. Essa quebra na linearidade ocorre devido a
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dificuldade de acoplamento das moléculas nas cavidades formadas mais
internamente, combinada com maior adsor¢ao nao especifica do analito na superficie
do sensor, sendo que as cavidades mais externas e mais disponiveis sdo preenchidas
primeiro, sendo esse perfil caracteristico de sensores do tipo MIP [119,191]. A
sensibilidade foi de 8,23 pA/pmol L™ (S = 8,23 x 10® A-L'-mol™") e os limites de
deteccdo e quantificacdo da curva foram de 1,4 x 107" e 4,7 x 107" mol L™,

respectivamente (n = 3).

Alp = 8,23 + 2,40 [X30S5] Equagao (8)
a4 22 24
a] A [ 20
36 4 E; [ 18 20
32 L 16
-~ 28+ f L 14
< g 16
= 244 L12 5 E.
© o 3
€ 204 —mMIP A ——NIP F102 F
g 164 Extragio A ------Extragdo [ g g =124
3 6
O 424 g =
8 L4 8-
44 H2
0 Lo 4
-4 T T T T -2 T T T T
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 0 2 4 6 8 10
E vs Ag/AgCl 3M (V) [X308] (x 107 M)

Figura 45: A) Curva de calibragdo com DPVs na faixa de 0,5 x 1074 —-9,0 x 10~ mol
L-" para MIP e NIP. B) variagdo de Ip em fungao da concentragdo para MIP e NIP, (n
= 3). Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

O sensor eletroquimico desenvolvido apresenta vantagens importantes em
relacdo aos métodos cromatograficos tradicionais descritos na literatura para a
determinacdo de XOS, como aqueles reportados na Tabela 25. Uma dessas
vantagens e principal € a elevada sensibilidade amperometrica (S = 8,23 x 108
A-L-mol™"), tendo o sensor um limite de detecgdo na ordem de 10-'® mg L™, enquanto
métodos cromatograficos baseados em HPAEC-PAD ou LC-MS geralmente
apresentam limites de detecgdo na faixa 103 mg L-'. Essa diferenga representa um
ganho de varias ordens de magnitude, permitindo a detecgdo de concentragbes
ultratraco de xilotriose, ampliando o potencial de aplicagdo do sensor onde o analito
esta presente em niveis extremamente baixos. Outro ponto importante é que o sensor

apresenta menor tempo de analise, simplicidade experimental e menor custo
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instrumental frente as técnicas cromatograficas, que utilizam equipamentos de alto

custo, muito preparo de amostra, além de etapas de separacgao.

Tabela 25: Comparacao dos métodos de quantificacido de XOSs.

Metodologia analitica Faixa linear LD AS Ref
(mg L) (mgL')  A(mol'L)
HPAEC-QgqQ-MS ~0,01 -10,00 0,001 [206]
HPAEC-PAD ~0,05 - 50,00 0,050 [207]
~0,100
HPAEC-PAD 0,10 — 20,00 (X2-X5) [208]

GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP 2,07 x 10°—-3,73x108 5,80x10°"© 8,23 x 10®°  Este trabalho

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.22 Seletividade

As cavidades geradas para o X30S foram avaliadas em termos de seletividade
por meio de um estudo com outros compostos interferentes. Os compostos escolhidos
foram Xilobiose (X20S), Frutose, Glicose, Arabinose e Xilose, todos na concentragao
de 0,5 x 107® mol L. Para o estudo, o sensor foi produzido normalmente, alterando-
se apenas a solugdo de religagdo que continha um dos interferentes listados. O
controle (NIP) também foi investigado. Os resultados sdo mostrados na Figura 46,
onde é possivel observar que apenas o X30S apresentou uma variagao significativa
em termos de Alp em comparagdo com o controle, com valores de 11,0 e 1,4 uA,
respectivamente. Isso demonstra que a cavidade é especifica para o analito estudado
e que o0s outros compostos ndo se ligam as cavidades produzidas. Embora as
moléculas sejam estruturalmente semelhantes, existem pequenas diferencas nas
ligacdes saturadas de Carbono, esterioquimica e nas quantidades de carbono, o que
é suficiente para impedir o acoplamento nas cavidades geradas, uma vez que elas
nao sdao complementares em tamanho, forma e interagdes.

Outras informagdes obtidas da Figura 46 sao os dados apresentados na Tabela
7, onde os parametros (a), referentes ao fator de impressédo molecular, e (B),
referentes ao fator de seletividade, foram calculados para o X30S e os interferentes.

As equacgdes (6) e (7) sao utilizadas para o calculo de a e B, respectivamente.



151

12 4

104

Alp (1A}

&
0(9

‘(.5\0

&

LS

=] =) ] ] &
O (o] 2 @ P
S P

Figura 46: Estudo de seletividade de cavidade com impressao molecular de X30S
para o MIP e NIP (n = 3). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Tabela 26: Valores dos paréametros de seletividade a e B do GCE/rGO/Au/P-
Leu@MIP.

Molécula Alp MIP (pA) Alp NIP (uA) a B
X30S 11,0 1,4 3,1 ---
X20Ss 1,8 1,4 1,3 24
Glicose 1,8 2,1 0,9 3,4

Frutose 2,4 1,6 1,5 21
Xilose 23 1,3 1,8 1,7
Arabinose 1,7 1,6 1,1 2,8

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Para a, o maior valor foi 3,1 para o X30S e inferior a 1,8 para os demais
interferentes. Isso indica que as cavidades formadas possuem maior capacidade de
interacdo com o X30S pelo efeito de impressdo molecular [82,96]. Para 3, os valores
encontrados demonstram maior capacidade seletiva para o X30S;
consequentemente, os sitios ativos apresentam uma orientacdo espacial mais

favoravel para o analito, em detrimento dos demais compostos [82,96].

4.23 Aplicagao e recuperagao em amostras de X30S
O sensor desenvolvido foi aplicado em amostras contendo concentragdes

desconhecidas de XOS que foram produzidas por via enzimatica. Uma aliquota da
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amostra foi previamente diluida até a faixa de trabalho do sensor (0,5 x 107'* a 4,0 x
1074 mol L") e posteriormente quantificada (Tabela 27). A concentragdo determinada
na solucdo diluida foi de 3,30 x 107" mol L™, que corresponde a 9,90 x 107 mol L™
de X30S na amostra total. Esses resultados mostram que o método proposto pode

ser utilizado para a determinagdo de X30S em amostras reais.

O eletrodo GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP foi utilizado para avaliar as taxas
recuperacao do analito pelo método de adicédo padrdo, com o intuito de minimizar
possiveis efeitos da matriz (Figura 47 e Tabela 27). Quantidades conhecidas do
padrao analitico de X30S (1, 2 e 3 x 107 mol L™, denominadas P1, P2 e P3,
respectivamente) foram adicionadas as amostras, e depois analisadas na célula
eletroquimica, sendo obtidas as curvas voltamétricas da Figura 47. As recuperagdes
obtidas variaram entre 99,80% e 101,97%, com DPR inferior a 6,35% (Tabela 27),

mostrando a elevada precisao e confiabilidade do método proposto.

Para validar os resultados obtidos pelo método analitico proposto utilizando
GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP, foram utilizados o teste t de Student e o teste F, com nivel
de confianca de 95%, para realizar uma analise estatistica comparativa com os dados
obtidos por HPLC (Tabela 28). O teste t indicou que n&o houve uma diferenca
significativa entre os valores médios obtidos pelos métodos, o valor de t calculado
(0,23) foi inferior ao valor critico (2,78, 95% de confianga), o que mostra a exatidao da
metodologia do sensor desenvolvido. O teste F mostra que houve uma diferenca
significativa entre as variancias (Fcaiculado = 23,9 > Feritico = 19,0), 0 que indica que os
meétodos apresentam precisdes distintas. Nesse contexto, o sensor MIP demonstrou
menor variabilidade experimental, evidenciando melhor repetibilidade em comparagao
ao HPLC. Esses resultados confirmam que o sensor desenvolvido apresenta
desempenho analitico comparavel em termos de exatidao, aliado a uma superior
precisao, destacando seu potencial como alternativa confiavel para a determinacao
do analito em estudo.
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Tabela 27: Quantidades adicionadas e encontradas, desvios padrao relativos e taxas
de recuperagao (n = 3).

Adicionado

Amostra Encontrado Recuperado DPR
(1014 mol L) (107'* mol L") (%) (%)
X308 3,30
1,00 0,99 99,80 0,1
2,00 2,04 101,87 6,35
3,00 3,06 101,97 3,22
Fonte: Elaborada pelo proéprio autor.
— - Extragao
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Figura 47: A) Curva de adicdo padrdo obtida pela aplicagdo a amostra. B)
Voltamogramas de pulso diferencial (DPV) obtidos para a etapa de extragao, adigao
da amostra e adi¢ao do padrao (P1, P2 e P3). Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Tabela 28: Comparacéo estatistica entre métodos HPLC e o sensor GCE/rGO/Au/P-
Leu@MIP.
Amostra  HPLC (x 10~ mol L") Sensor MIP (x 10~ mol L") Teste F Teste t

Fcalc Fcrl’t tcalc terit
X30S 9,81+0,84 9,92+ 0,17 239 19,0 0,23 2,78
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.24 Avaliacao da repetibilidade e estabilidade do GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP

A repetibilidade e a estabilidade do sensor foram avaliadas utilizando sonda
eletroquimica de ferricianeto de potassio 5,0 x 107 mol L™" em KCI 0,5 mol L™" na
determinagdo de X30S (0,5 x 1077 mol L™"). Para o estudo de repetibilidade, 7
eletrodos de trabalho GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP foram desenvolvidos e testados
(Figura 48A), onde a resposta média foi de aproximadamente 13,7 uyA de Alp com um
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DPR de 3,4%, mostrando que a metodologia de construgdo do sensor € repetivel e
com minima variacdo de sinal. Em relacdo a estabilidade intradia, medicbes
consecutivas (ciclos de extracao/religagdo) foram realizadas com o mesmo
GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP (Figura 48B), onde o Alp inicial foi de aproximadamente
12,8 yA. Como resultado, o GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP preservou o sinal até o segundo
ciclo, caindo para 2,7 pA no terceiro ciclo, o que demonstra que 0 mesmo sensor pode

ser reutilizado pelo menos duas vezes, mantendo uma resposta analitica aceitavel.

18 adi DPR = 3,49 16
A -=---Média =3,4% B

16 1 14

. e

Alp(uA)
[--]

I

I

1° 20 3° 4°

Ciclo de Extragao/Religagao

16

Alp (uA)
-]

1 3 6 9
Dias

Figura 48: A) Estudo de repetibilidade do sensor GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP, n =7. B)

Estudo de estabilidade intra-dia, n = 3 C) Estudo de estabilidade interdiaria, n = 3.
Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Ao avaliar a estabilidade interdia, onde o0 mesmo dispositivo € armazenado a
temperatura ambiente (25 °C), na mesma solugdo de medida (sonda eletroquimica)
na auséncia de luz e testado em dias diferentes, observou-se estabilidade aceitavel
até o 6 dia, perdendo muito a resposta apds esse periodo (Figura 48C), indicando uma
degradacéao do filme MIP. Embora o analito sendo muito soluvel no solvente utilizado,
o etanol ainda pode ter um impacto significativo na estabilidade do filme polimérico

(MIP), especialmente apds o processo de dessorg¢ao. Existem varias razbes possiveis
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para a degradacdo observada na cavidade ou mesmo no filme, como: Ruptura das
redes de ligagdes de hidrogénio da matriz polimérica, enfraquecendo as interagdes
intra e intermoleculares dentro do polimero; Efeito de intumescimento da matriz
polimérica, onde a adicdo de etanol pode reduzir a polaridade da fase aquosa,
alterando o ambiente de solvatagao; alteracdo na energia superficial, onde a presenca
de etanol reduz a tensao superficial da mistura. Essa alteracdo pode afetar a adesao
entre o filme MIP e o substrato, especialmente em sensores de filme fino, levando a
delaminagao ou fissuragdo apdés multiplos ciclos de colagem e lavagem [193,194].
Esta ultima hipotese € a mais provavel e pode ser observada no estudo de estabilidade
intradia (Figura 48B), onde, apods alguns ciclos, ha uma diminui¢gdo na diferenga de

corrente inicial (Alp).

4.25 Conclusao

Foi desenvolvido com sucesso um sensor eletroquimico do tipo e-MIP baseado
na arquitetura GCE/rGO/Au/P-Leu@MIP, cuja construgédo envolveu a modificagdo da
superficie do eletrodo rGO e AuNPs, seguida da eletropolimerizagcdo de L-leu na
presenga do X30S. A caracterizagcdo morfologica e eletroquimica confirmou a
formacao das diferentes camadas do sensor e evidenciou melhorias na condutividade
e transferéncia de carga decorrentes da presenca combinada de rGO e AuNPs. Os
estudos de otimizagao permitiram estabelecer condigdes experimentais ideais para
formacdo das cavidades especificas e deteccdo do analito, demonstrando que
parametros como razdo mondémero/analito, nimero de ciclos de eletropolimerizagao
e tempos de extracao e religacao influenciam diretamente o desempenho analitico do
sensor. Além disso, o sensor desenvolvido apresentou sensibilidade, baixo limite de
deteccao e alta seletividade para Xilotriose, sendo capaz de discriminar o analito
mesmo na presenga de compostos estruturalmente semelhantes, como xilobiose,
glicose, frutose, arabinose e xilose. Esse comportamento confirma a eficiéncia da
impressao molecular na formacao de cavidades especificas complementares ao

analito em tamanho, forma e interagdes quimicas.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os principais resultados deste trabalho mostraram o potencial dos MIPs
baseados em PAAs como plataformas promissoras para o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos altamente seletivos, sensiveis e alinhados aos principios da
quimica verde. A abordagem adotada integrou uma analise critica da literatura com o
desenvolvimento experimental de dispositivos inovadores, permitindo ndo apenas
validar conceitos ja estabelecidos, mas também avancar o estado da arte na area.

A revisdo sistematica evidenciou que, embora os PAAs sejam amplamente
explorados em sensores eletroquimicos, sua aplicacdo especifica em sistemas MIPs
ainda é relativamente limitada, com um numero reduzido de estudos reportados. Essa
lacuna destaca uma oportunidade significativa para o desenvolvimento de novos
dispositivos, especialmente considerando a diversidade estrutural dos aminoacidos e
suas multiplas possibilidades de interagdo (ligagdes de hidrogénio, interagdes
eletrostaticas e hidrofébicas), fundamentais para a formacdo de sitios de
reconhecimento seletivos. O trabalho pretende contribuir para o preenchimento dessa
lacuna ao explorar diferentes PAAs em sensores MIP.

No desenvolvimento experimental, os sensores baseados em P-Gly e P-Leu,
associados a materiais nanocarbonaceos e nanoparticulas metalicas, apresentaram
desempenho analitico superior. A incorporacao de 6xido de grafeno reduzido (rGO) e
nanoparticulas de ouro (AuNPs) promoveu melhorias significativas na area eletroativa,
na condutividade elétrica e na transferéncia de carga, fatores essenciais para o
aumento da sensibilidade dos dispositivos. A caracterizacdo morfolégica e
eletroquimica confirmou a formagao sucessiva e eficiente das camadas, evidenciando
a robustez da estratégia de construgédo dos sensores.

Os estudos de otimizagdo mostraram que parametros como numero de ciclos
de eletropolimerizagao, razao monémero/analito e condigdes de extracao e religagcao
sdo determinantes para a formagao de cavidades altamente especificas. Esses
fatores impactam diretamente o desempenho analitico, reforgcando a importancia do
controle das condigdes experimentais no desenvolvimento de plataformas MIP.

Os dispositivos desenvolvidos apresentaram baixos limites de detecg¢ao (2,1 x
10" e 1,4 x 10" mol L), elevada sensibilidade amperometrica e excelente
seletividade, sendo capazes de discriminar os analitos alvos dos principais

interferentes de suas classes. No sensor para X30S, por exemplo, foi possivel



157

distinguir o analito de compostos como xilobiose, glicose, frutose, arabinose e xilose,
confirmando a eficiéncia da impressdo molecular na geragdo de sitios
complementares em tamanho, que foram confirmadas pelos valores obtidos dos
fatores de seletividade B, devido a forma e a funcionalidade quimica. Os estudos de
repetibilidade e estabilidade indicaram desempenho consistente, embora tenham sido
observadas limitagdes relacionadas a possivel degeneragao do filme apds multiplos
ciclos, apontando desafios importantes para aplicagdes de longo prazo. A aplicagéo
dos sensores em amostras reais demonstrou elevada exatiddo, com taxas de
recuperacado proximas de 100% e concordancia estatistica com métodos
cromatograficos, evidenciando a viabilidade pratica das plataformas desenvolvidas
para analise de bioprodutos em matrizes complexas.

Os resultados obtidos reforcam que os AAs constituem uma alternativa
sustentavel e altamente versatil aos mondmeros sintéticos convencionais, permitindo
a construgao de MIPs com alto desempenho analitico e menor impacto ambiental. A
integragdo com nanomateriais potencializa significativamente as propriedades
eletroquimicas dos sensores, consolidando uma estratégia eficiente para o
desenvolvimento de dispositivos de nova geracéo.

O trabalho contribui significativamente para o avango da area ao: (i) expandir o
conhecimento sobre o uso de PAAs em MIPs, (ii) propor novas arquiteturas de
sensores eletroquimicos de alto desempenho e (iii) realizar aplicagbes voltadas a
valorizagédo de residuos agroindustriais. Como perspectivas futuras, destacam-se a
exploracdo de novos aminoacidos ainda nao investigados, o aprimoramento da
estabilidade dos filmes poliméricos e a integracao desses sensores em sistemas
portateis para monitoramento em tempo real, ampliando seu potencial tecnolégico e

comercial.
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