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RESUMO

A técnica de preparagdo de polimeros molecularmente impressos (MIP), desde seu
surgimento em 1972, tem promovido avangos relevantes em diferentes segmentos da
Quimica Analitica, principalmente em procedimentos de extragdo em fase sélida. Porém, o
uso de polimeros impressos com atividade catalitica ainda é recente. Assim, no presente
trabalho foi sintetizado um MIP (MIP-MAA) seletivo com atividade catalitica na reagdo de
oxidagao de epinefrina (EP) por peroxido de hidrogénio (H.O,) utilizando hemina e acido
metacrilico (MAA) como mondmeros funcionais na sintese do polimero, conferindo ao MIP
sitios seletivos e prostéticos a molécula molde de EP e também aumentando a atividade do
material em meio aquoso. Foram preparados simultaneamente: polimero ndo impresso
(NIP1), polimero ndo impresso sem hemina (NIP2) e polimero impresso com hemina e 4-
vinilpiridina (MIP-4VPy). Os materiais foram sintetizados utilizando-se a técnica de “bulk”,
através de polimerizacao radicalar livre termoativada, conforme descrito por Santos et al
(2007) com pequenas modificagbes. Apos a sintese, os materiais foram triturados, secos e
peneirados em diametro maximo de 106 um e na sequéncia procedeu-se a extracao da
molécula molde com solugdo de metanol:acido acético (4:1) (v/v). O material foi submetido
a anadlises de caracterizacao fisica, como microscopia eletrénica de varredura (MEV),
termogravimetria (TG) e infravermelho (IR). A técnica de detecg&o foi a amperometria com
potencial fixo em 0,0 V vs Ag/AgCl, a qual foi acoplada a saida de um sistema de injegao
em fluxo (FIA) de linha unica. O sistema FIA consistiu da introdugdo da amostra de EP
(tampé&o tris-HCI 0,1 mmol L™, pH 8,0, 120 uL) num fluxo carregador de H,O, (300 pmol L,
0,9 mL min™). Apds percolagdo da amostra no reator biomimético, ocorre catalise da
reacdo de oxidacdo da EP pelo H.O,, onde o produto formado €& monitorado por
amperometria através da variacdo de corrente versus tempo. O MIP-MAA demonstrou
atividade catalitica superior ao NIP1, NIP2 e MIP-4VPy, evidenciado a efetividade da
impressao molecular. O nivel de interferéncia observado para moléculas semelhantes a EP
foi inferior a 45% considerando-se a amplitude de sinal. Por meio da caracterizacao fisica
foi possivel detectar a presenca de diferengas morfolégicas entre o MIP-MAA, NIP1 e NIP2,

principalmente na analise de TG.

Palavras-chave: Epinefrina. Analise Quimica — métodos. Impressao Molecular. Polimeros —

quimica. Analise de Injecao de Fluxo.



ABSTRACT

The technique for preparation of molecularly imprinted polymers (MIP), since its first
description in 1972, has promoted relevant advances to different segments of Analytical
Chemistry, particularly in procedures for solid phase extraction. However, the use of
imprinted polymers with catalytic activity is still young. In the present work was synthesized
a MIP (MIP-MAA) with selective catalytic activity for the oxidation of epinephrine (EP) by
hydrogen peroxide (H2.0O.) using hemin and methacrylic acid (MAA) as functional monomers
in the synthesis of the polymer, giving to the MIP selective and prosthetic binding sites for
the template molecule of EP and also increasing the activity of the material in water.
Simultaneously were prepared the following materials: non-imprinted polymer (NIP1), non-
imprinted polymer without hemin (NIP2) and imprinted polymer with hemin and 4-
vinylpyridine (MIP-4VPy). The materials were synthesized using the technique of bulk by
free radical polymerization thermo-activated, as described by Santos et al (2007) with minor
modifications. After synthesis, the materials were milled, dried and sieved to a maximum
diameter of 106 um. Afterward, the template molecule was extracted from MIP with a
solution of methanol: acetic acid (4:1) (v / v) and the final product was submitted to analysis
of physical characterization, such as scanning electron microscopy (SEM),
thermogravimetry (TG) and infrared (IR). The detection technique was amperometry with
the potential fixed in 0.0 V vs. Ag / AgCl, which was coupled to the output of a system of
flow injection analysis (FIA) in a single line mode. The FIA system consisted of the
introduction of the sample EP (tris-HCI 0.1 mmol L', pH 8.0, 120 pL) in a carrier stream of
H,O, (300 umol L, 0.9 mL min™"). After percolation of the sample on the biomimetic reactor,
the catalysis of the EP oxidation by H,O, occur, being the product formed monitored by
amperometry through the variation of current versus time. The MIP-MAA showed higher
catalytic activity of NIP1, NIP2 and MIP-4VPy, demonstrating the effectiveness of molecular
imprinting. The level of interference observed for molecules similar to the EP was less than
45% considering the signal amplitude. Through physical characterization was possible to
detect the presence of morphological differences between the MIP-MAA, NIP1 and NIP2,

especially in the TG analysis.

Key words: Epinephrine. Chemical analysis — methods. Molecular Imprinting. Polymers —
chemistry. Flow Injection Analysis.
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1 INTRODUGAO

A anadlise quantitativa de compostos organicos, em especial aqueles
encontrados em fluidos biolégicos tem motivado um grande numero de
pesquisadores a desdobrar-se em inventos criativos que atendam as necessidades,
cada vez mais restritivas, impostas pelo avanco da ciéncia moderna. Destaca-se
aqui o elevado nivel de aprofundamento dos estudos envolvendo sinalizacao celular,
rotas de sintese biolégicas, mecanismos fisiolégicos, neurotransmissores,
patologias, além de tantos outros processos envolvidos na manutengcdo da
homeostasia de organismos vivos, que necessariamente baseiam-se na sua parcela
minima na sintese e degradacédo de compostos organicos (PEREIRA et al., 2006).
Logo, fica evidente que o monitoramento da composicdo molecular em determinado
material € a forma mais eficiente de se monitorar e desvendar indiretamente o
processo como um todo, ou seja, juntando-se as pegas do quebra-cabecga € possivel
visualizar o todo.

Entretanto, na pratica, a deteccdo e quantificacdo de moléculas de forma
seletiva em misturas extremamente compostas nao é tarefa facil, tendo ainda como
fator complicador a concentracdo em que o analito se encontra e o nivel de
interferéncia de espécies concomitantes a este, que por vezes possuem estrutura
molecular bastante semelhante tanto quimicamente quanto estericamente.

Diante deste panorama, as estratégias de pesquisas na area de ciéncias
analiticas tém direcionado seus esforcos basicamente em duas frentes, sendo uma
delas focada na elaboragcdo de instrumentos de deteccdo que possuam alta
sensibilidade e seletividade, podendo assim realizar a quantificagdo com preciséo e
certeza da identidade molecular em solugdes de baixissimas concentracdes e com
grande quantidade de interferentes. A técnica de espectrometria de massas, por
exemplo, representa um grande avancgo neste sentido, mas por outro lado apresenta
algumas restricdes e/ou desvantagens, como alto custo, e também a necessidade
de separagao prévia dos componentes da amostra por cromatografia. O outro foco
de pesquisas esta justamente voltado para técnicas que envolvem o tratamento
prévio da amostra. A mais comumente utilizada é a separacdo, aplicada em pré-
concentracao, clean-up e cromatografia. Porém, alternativas interessantes tém
surgido, como a utilizagdo de materiais ou reagentes que promovam uma reagao

quimica seletiva em determinados compostos da amostra de tal forma que os



produtos formados possam ser detectados por técnicas especificas. Existem na
literatura métodos colorimétricos (VIEIRA; FATIBELLO-FILHO, 1998) e fluorimétricos
(SILVA et al., 2009) que utilizam deste subterfugio, entretanto, por vezes a reagao
quimica desejada ocorre com grupos de moléculas que possuem caracteristicas e
composicao semelhantes e que formam produtos pouco distintos, o que torna o
método pouco seletivo.

Atento a esta lacuna, este trabalho focou-se no desenvolvimento de um
reagente solido baseado na técnica de polimeros molecularmente impressos, que
agregue as fungdes de reconhecimento molecular e atividade catalitica similar
aquela produzida pela enzima natural peroxidase na reacdo de oxidacdo da
epinefrina por perdxido de hidrogénio, cujo produto formado (epinefrinoquinona)
pode ser facilmente detectado através de técnica amperométrica. O material
sintetizado e o método desenvolvido e aplicado apresentam como principais
vantagens a seletividade para epinefrina e o baixo custo da analise — visto que o
solvente utilizado na analise é agua e o custo de um potenciostato € bastante inferior
ao de um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC), por exemplo, e também
devido a simplicidade e baixo valor empregado na sintese do polimero. Pode-se
considerar também como vantagem a possibilidade de emprego deste material em
técnicas e instrumentagdes distintas e a possivel utilizagdo na construgdo de
biossensores apds adaptagdes do processo de sintese, como feito por Lakshmi et al.
(2009).

A simulagao da atividade catalitica de uma enzima natural é tema de estudo
ha algumas décadas (SCHACHAT; BECKER; MCLAREN, 1951, 1952) tendo sua
razdo de ser fundamentada nas caracteristicas inerentes as enzimas, que
conseguem de forma singular obter altas taxas de catalisacdo e niveis de
seletividade e reconhecimento molecular bastante elevados, embora em certos
casos seja deficiente, como sera discutido em tdpicos seguintes. Desta forma, a
busca por materiais que mimetizem as enzimas tem no seu melhor cenario a
obtencao de produtos que reproduzam suas boas caracteristicas, como parametros
cinéticos de qualidade (alto Vmax, baixo Ky, e perfil Michaellis-Menten), e que supere
de forma significativa suas limitagbes impostas pela natureza, como baixa
resisténcia a elevadas temperaturas, variacbes de pH, fotossensibilidade, baixa
seletividade para moléculas especificas entre outros. Resumindo, o material ideal

deve possuir excelente atividade catalitica, alta resisténcia fisico-quimica e



capacidade de reconhecimento molecular que possa diferenciar compostos de
mesma classe e com estruturas similares. Contudo, apesar de utopico, este objetivo
deve ser perseguido no intuito de se obter resultados satisfatérios no maior nimero
de parametros possiveis.

Como foi mencionado anteriormente, a funcdo de reconhecimento molecular
foi obtida por meio da técnica de impressao molecular, realizando-se a sintese de
um polimero molecularmente impresso ou MIP (Molecularly Imprinted Polymer), que
consiste na polimerizagdo de mondémeros funcionais que interagem previamente
com o analito em estudo, formando assim uma estrutura sélida e rigida. Apos esta
etapa é possivel remover somente o analito da rede polimérica, permanecendo
apenas uma cavidade com tamanho, formato tridimensional e pontos de interagao
que coincidirdo especificamente com a molécula molde quando colocadas em
contato. Esta técnica, no entanto, € bastante consagrada na sintese de materiais
que sao aplicados em processos de separagao e/ou pré-concentracdo. Porém, neste
trabalho objetivou-se acrescentar a este tipo de material a funcionalidade de catalise
de processo oxidativo acrescentando a sua estrutura a molécula de hemina que € o
grupo prostético da enzima peroxidase.

As técnicas de analise por inje¢cao em fluxo (FIA) tém encontrado um numero
crescente de aplicagdes no controle de qualidade e controle de processos industriais
devido as inumeras vantagens que apresentam em relagdo aos métodos classicos
de manipulagdo de solugdes. Algumas destas vantagens sdo: curto tempo de
analise, que permite uma alta frequéncia de amostragem e grande economia de
reagentes, que leva a significativa reducéo dos custos de analise e do acumulo de
residuos toxicos. O sistema destaca-se pela possibilidade de se realizar reacdes
quimicas especificas com a posterior monitoracdo do produto em modo “on-line”, ou
seja, acoplado diretamente no detector.

A epinefrina (EP) € uma molécula eletroativa que pode ser oxidada ou
reduzida reversivelmente, dependendo das condigcbes a qual € submetida. A sua
oxidagao por H,O, € um processo bastante estudado e que é facilmente catalisado
por enzimas da classe das peroxidases, como a horseradish peroxidase (HRP). A
possibilidade de controle deste processo redox motivou o desenvolvimento deste
trabalho, o qual teve como objetivo sintetizar uma enzima sintética por meio da

técnica de impressao molecular.



Os testes foram entdo realizados utilizando-se sistema FIA, no qual foi
adaptada uma minicoluna contendo o MIP catalitico para a oxidagcao de EP, e
acoplado a um potenciostato capaz de medir a variagado de corrente provocada pela
reducado dos compostos gerados na reagao de oxidagao ocorrida no reator contendo
MIP. Assim, conforme a amplitude da variagdo de corrente observada foi possivel

determinar o potencial catalitico dos materiais sintetizados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Historico

O termo “quimica analitica” pode ser encontrado na literatura desde a
segunda metade do século XIX, quando surgiram as primeiras discussdes a respeito
das subdivisbes da quimica e também a importancia da interagao entre estas, como
discorre Prescott (1893). Nota-se neste artigo que esta ainda € uma parte da
quimica que se encontra nos primeiros niveis de desenvolvimento e que ainda busca
a sua insercao e equiparacdo com outras areas de estudo mais avancadas até
aquele momento, como sendo de fundamental importancia para o desenvolvimento
da quimica, buscando assim o seu devido reconhecimento. Porém, apenas anos
mais tarde, sdo encontrados trabalhos relacionados ao desenvolvimento de técnicas
e métodos analiticos, como por exemplo, o trabalho de Ashley (1939), classificados
como sendo da area de quimica analitica. No entanto, apesar de alguns destes
meétodos serem utilizados quase que de forma inalterada até os dias atuais, a
producao cientifica nesta area foi bastante modesta até meados de 1940, quando
provavelmente por ocasido da segunda guerra mundial e a consequente elevacéo
das atividades industriais por ela gerada, impulsionou o crescimento substancial no
numero de artigos relacionados a quimica analitica, conforme levantamento
realizado junto aos sistemas de banco dados cientificos ISI Web of Knowledges"
(Thomson Reuters) e Scopus® (Elsevier) utilizando o termo “analytical chemistry”.

Dentro deste contexto o presente trabalho correlaciona-se com o
desenvolvimento de alguns tépicos especificos, sendo eles: métodos enzimaticos,
técnicas instrumentais eletroquimicas, utilizacdo dos MIP em quimica analitica e

sistema FIA.

2.2 Métodos enzimaticos

A utilizacdo de enzimas em metodologias analiticas é uma estratégia
bastante aplicada ha mais de 50 anos e a grande maioria destes métodos adotam
como estratégia o monitoramento do produto formado apds a reagcdo enzimatica
(DEVLIN, 1959; SALOMON; JOHNSON, 1959). A funcao da enzima € a de catalisar



uma determinada reacdo, aumentando assim a velocidade e a taxa reacional,
promovendo o aumento na concentracdo de produto. Porém, para o
desenvolvimento de uma metodologia analitica que utilize reagbes enzimaticas é
preponderante que o produto formado possua caracteristicas marcantes que o
diferencie de seus compostos homologos e que estas caracteristicas sejam
passiveis de monitoracao através de técnicas analiticas diversas.

Apesar da possibilidade de utilizacdo de diferentes técnicas analiticas, na
monitoracdo dos produtos de reacdo, € importante ressaltar que a maioria das
reacdes enzimaticas aplicadas em quimica analitica € do tipo redox ou de ordem
estrutural (reagdes de adi¢ao, decomposigao, substituicdo ou eliminagao). Dentre as
caracteristicas que podem ser alteradas em uma molécula através destas reacdes
temos: formagcdo de compostos com absortividade molar previamente conhecida
(alteracao de cor), alteragao da espécie em oxidada/reduzida, variagdo do potencial
de oxidagao/reducgao. Portanto, conforme o produto formado na reagao enzimatica,
as caracteristicas da amostra e a necessidade que se procura atender, sera
selecionada a técnica analitica para a determinagdo do composto desejado. Dentre
as técnicas mais utilizadas neste tipo de analise temos a espectrofotometria (RISHI
et al., 2009) e técnicas eletroquimicas diversas (SAGI; RISHPON; SHABAT, 2006).

A determinagdo pode ser feita de forma direta, por meio da detecgdo do
produto derivado do substrato (reacdo 1) (ADAK et al., 1998), ou indireta, nos casos
em que o produto determinado € derivado de um reagente que esta presente no
meio e que por sua vez reage com o substrato (analito alvo) formando um produto
detectavel. Rishi et al. (2009) realizaram a determinacao de retinol (vitamina A) em
formulagdes farmacéuticas de forma indireta (reagéo 2) promovendo a formagao de
NADH proporcionalmente ao consumo de retinol, o qual €& posteriormente

determinado por espectrofotometria em 340 nm.

_ _ Peroxidase
Epinefrina Epinefrinoquinona + 2 e
H202

Reacao 1. Método enzimatico direto.

Alcool Desidrogenase
Retinol + NAD* Retinal + NADH + H*

Reacgdo 2. Determinagao indireta de retinol através da formagao de NADH.



Os métodos enzimaticos sdo possiveis devido a seletividade das enzimas,
ou seja, a capacidade de reconhecimento molecular que estas possuem o que
possibilita a diferenciacdo de moléculas especificas dentro de um determinado grupo
homodlogo. Para que esta diferenciagdo ocorra é necessario que as moléculas do
grupo sejam totalmente inativas frente a enzima utilizada ou mesmo que reajam em
taxas bem menores (alto K,), diferentemente da molécula alvo.

Um exemplo classico das propriedades de um método enzimatico pode ser
encontrado no estudo realizado por Kaplan (1957), no qual ele promove a interagéo
(separadamente) entre a enzima glicose oxidase e 36 diferentes moléculas de
agucares, inclusive glicoses substituidas. Como resultado ele obteve que destas
apenas 13 reagiram, sendo que em todos os casos em taxas menores que 2 %
quando comparados com a reagao envolvendo a glicose como substrato. Entretanto,
este grau de especificidade ndo € regra e por vezes uma unica enzima é capaz de
catalisar a reacdo de diversas moléculas distintas em taxas similares, ou seja,
possuem especificidade reduzida (NAVES, 2008)

A principal vantagem na utilizacdo de métodos enzimaticos esta relacionada
com a redugcdo ou até mesmo eliminacdo da interferéncia de espécies
concomitantes no resultado analitico. Em muitos casos a analise pode ser efetuada
sem a necessidade de uma purificagdo prévia, caso a composi¢cao da amostra assim
permita e a enzima possua especificidade suficiente para reconhecer a molécula
alvo da analise.

A propriedade de reconhecimento molecular apresentada pelas enzimas
deve-se a sua composigcao e disposicdo estrutural na qual se encontra. A
composi¢ao basica das enzimas é formada por cadeias longas de aminoacidos que
séo interligados por ligagcdes peptidicas e apresentam macroestrutura tridimensional
(LEITE; FATIBELLO-FILHO; ROCHA, 2004) com a presenca de uma cavidade que
possibilita o encaixe da molécula a ser catalisada, e também onde situa-se o
grupamento que realmente possui a atividade catalitica, denominado de grupo
prostético (geralmente moléculas organometdlicas). Nestes dois pontos
encontramos a justificativa tanto para a principal vantagem quanto para a principal
desvantagem. Pelo lado positivo temos a estruturagcdo tridimensional, que € a
responsavel pelo reconhecimento molecular de moléculas alvo, pois atua em
esquema chave-fechadura, permitindo que somente moléculas que se encaixem

naquela cavidade tenham contato com o sitio prostético da enzima, podendo assim



sofrer a catalise. Ja no aspecto negativo, a composi¢ao protéica atua como um fator
limitante na aplicabilidade das enzimas, pois as torna frageis em condi¢cbes adversas
como temperatura elevada, pH extremo, for¢a idbnica do meio, exposig¢ao a luz entre

outros.

2.3 Técnicas eletroquimicas empregadas

O numero de possibilidades de aplicagdo de métodos eletroquimicos é
bastante ampliado e variado na quimica analitica, pois existem diversos tipos de
técnicas e métodos eletroquimicos com caracteristicas bastante distintas. O numero
de variaveis controlaveis nestes métodos também contribui para a adaptagao das
técnicas aos mais diferentes tipos de aplicacbes analiticas, como por exemplo
monitoramento de poluentes ambientais, controle de qualidade em industrias,
analises biomédicas diversas entre outros (WANG, 2000). Somado a ampla gama de
aplicabilidade das técnicas eletroquimicas ha de se considerar outros fatores muito
importantes e que seduzem muitos pesquisadores a utiliza-las, pois se traduzem em
vantagens quando comparadas a outras técnicas.

Analisando-se pelo aspecto financeiro as técnicas eletroanaliticas
apresentam-se como uma opg¢ao vantajosa, pois € de custo bastante inferior a
outras técnicas, como por exemplo, a cromatografia ou eletroforese capilar. Os
fatores que influenciam neste aspecto estdo relacionados principalmente ao valor
acessivel para a aquisigao dos equipamentos, pouca necessidade de manutencéao e
reposi¢cao de consumiveis, e o baixo consumo de reagentes.

Focando-se o0 aspecto de inovagao tecnoldgica observa-se na literatura uma
grande utilizagdo deste tipo de técnica analitica no desenvolvimento de sensores
capazes de detectar seletivamente os mais diversos compostos quimicos e em
varios tipos de matrizes (WANG; LU; YANG, 2004; DAMOS et al., 2003; LAKSHMI et
al., 2009) . A ciéncia de materiais € outra area de estudo que evolui juntamente com
o desenvolvimento de novos sensores.

A simplicidade de operagdao da instrumentacdo € um fator que também
merece destaque, pois nao reflete exatamente a elevada quantidade de informacdes

e conceitos tedricos necessarios ao analista para que este tenha autonomia



cientifica para definir os métodos e parametros a serem utilizados, bem como a
capacidade de resolver problemas encontrados no decorrer das analises.

A grande maioria das técnicas eletroanaliticas interfaciais pode ser
classificada em duas categorias: (1) potenciométricas, na qual ndo ha corrente e
ocorre a determinagdo do potencial (V) estabelecido entre a solugdo amostra e o
eletrodo, e (2) voltamétricas, nas quais controla-se o potencial aplicado sobre o
eletrodo e monitora-se a variagao de corrente. A técnica utilizada neste trabalho foi a
amperometria, sendo realizadas através de um equipamento denominado
potenciostato.

As técnicas voltamétricas sao classificadas como dindmicas, pois ha
variacao de corrente elétrica conforme ocorre o processo de transferéncia de carga
entre o eletrodo e a interface com a solugdo, sendo a intensidade desta
transferéncia governada pelo potencial aplicado no eletrodo de trabalho, ou seja,
conforme a energia aplicada na interface o analito sera forgado a ganhar (redugéao)
ou perder (oxidacao) elétrons (WANG, 2000). Logo, o volume da troca de elétrons
existente sera transduzido em variagdo de corrente, sendo: negativa (catddica) em
caso de reducgao ou positiva (anddica), nos casos de oxidagao do analito (INCZEDY;
LENGYEL; URE, 1998).

Dentro da técnica de amperometria existem algumas variacbes no formato
como ela pode ser aplicada. No formato de “bulk” o eletrodo € imerso na solugéo a
ser analisada permanecendo estatico durante toda a leitura. Pode também ser
realizada a conveccdo forcada em sistemas de fluxo, que é um método
hidrodinamico no qual a solugdo amostra € direcionada ao contato com o eletrodo
sendo rapidamente carreada pelo fluxo constante no qual esta inserida (BARD;
FAULKNER, 2001). Esta metodologia foi utilizada em todos os testes analiticos

realizados com o material em estudo, e sera mais bem detalhada adiante.

2.4 Polimero molecularmente impresso (Molecularly Imprinted Polymer -MIP)

Este tipo de material foi descrito inicialmente por Wulff e Sarhan em 1972 e
desde entdo vem despertando cada vez mais o interesse dos pesquisadores em

desenvolver e aplicar esta técnica em campos distintos da ciéncia. Porém, somente



a partir da década de 1990 observa-se o crescimento exponencial no numero de
artigos relacionados ao tema, o que segundo Allender (2005) deve-se a utilizagao
das substancias acido metacrilico (MAA) e etileno glicol dimetacrilato (EGDMA),
respectivamente como mondmero funcional e reagente de ligagdo cruzada, na
sintese de novos MIP n&o-covalentes. Desde entdo, grande avango pode ser
observado na aplicagdo dos MIP em quimica analitica com finalidades e
funcionalidades diversas (WHITCOMBE; VULFSON, 2001). Outra area que utiliza a
tecnologia dos MIP €& a de liberagdo controlada de farmacos, que se aproveita das
propriedades responsivas a estimulos externos que certos MIP em forma de gel
possuem, controlando assim a liberagdo ou retengcdo do farmaco (CUNLIFFE;
KIRBY; ALEXANDER, 2005).

No campo das analises quimicas a utilizacao principal de MIP é direcionada
as técnicas extrativas e de separacdo, sendo aplicadas em amostras ambientais,
biomédicas, bioquimicas e farmacéuticas. Qiao et al. (2006) realizou um
levantamento sobre MIP até entdo utilizados em extragdo em fase solida (SPE)
citando os respectivos analitos e matriz da amostra. Pichon e Chapuis-Hugon (2008)
elaboraram uma revisao sobre a utilizacdo de polimeros impressos na determinacao
de poluentes ambientais e também discutiram sobre pontos cruciais que devem ser
considerados na sintese do material. Aplicagbes cromatograficas dos MIP em varias
separagdes enantioméricas, eletrocromatografia capilar (CEC) e eletroforese capilar
(CE) séo relatadas por Baggiani; Anfossi; Giovannoli (2006). Uma importante revisdo
sobre MIP e suas aplicagdes foi elaborada por alguns dos maiores pesquisadores
sobre o tema em 2006 (ALEXANDER et al., 2006)

2.4.1 Fundamentacé&o histoérica: elaboragdo da hipotese

A produgao dos MIP fundamentou-se nas propriedades dos anticorpos, que
sdo macromoléculas de carater protéico com capacidade de reconhecer alvos
(moléculas) especificos, que neste caso sdo denominados antigenos. A atividade de

reconhecimento exercida pelos anticorpos despertou o interesse de muitos cientistas



ja na primeira metade do século XX, quando Linus Pauling em 1940 publica um
artigo no qual ele propde uma teoria sobre a estrutura e formagao dos anticorpos.

Neste trabalho, Pauling atribui o poder de reconhecimento dos antigenos
pelos anticorpos ao fato de que essas moléculas apresentam o que ele chama de
complementaridade. Esta propriedade € originada no momento da formagédo do
anticorpo, o qual é produzido justamente por meio do contato entre uma cadeia
polipeptidica composta por varios aminoacidos e uma molécula alvo, entdo
denominada antigeno. Através deste contato a molécula do antigeno estabelece
pontos de interagdo (ligacbes) com os aminoacidos da cadeia protéica, a qual
sofrera na sequéncia o rearranjo de sua estrutura terciaria ao redor do antigeno, ou
seja, o anticorpo € tridimensionalmente moldado sobre o antigeno. Merece destaque
também a sugestdo proposta a época de que é possivel formar anticorpos distintos
utilizando-se de cadeias polipeptidicas idénticas e variando-se o antigeno. Este
conceito, como sera visto adiante, € uma realidade comprovada para os MIP.

Conceito semelhante se aplica em outra area biolégica, mais
especificamente no mecanismo de agdo dos farmacos em organismos animais por
meio da interagdo com receptores de membrana. Este mecanismo tem grande
importancia dentro da farmacologia, pois a grande maioria dos farmacos atua desta
forma, e séo por isso chamados de farmacos especificos. Apesar da existéncia de
particularidades e classificagbes dentre os farmacos que atuam por meio de
receptores, € possivel dizer que o fundamento basico € o mesmo para todas. Neste
modelo, apds a biodisponibilizagado do farmaco na corrente sanguinea, a parcela nao
ligada as proteinas plasmaticas ira aproximar-se da célula onde se deseja produzir
um efeito e rapidamente ligar-se-a a determinada proteina presente na membrana
plasmatica. Este € o acionamento do gatilho para o inicio de uma cascata de
reagdes intracelulares que tem por objetivo final promover uma alteragdo no
funcionamento da célula que se traduza em alteragbes fisioldgicas do organismo
(RANG; DALE, 1993).

Entretanto, para que tudo isso ocorra € de fundamental importancia que haja
o reconhecimento molecular do farmaco pelos receptores especificos de membrana

através de mecanismo similar aquele apresentado pelos anticorpos (Figura 1).



Inicio de reagdes
em cascata

Figura 1. Representagao esquematica da estrutura celular evidenciando os receptores de
membrana e a interagao deste com um farmaco especifico.

Baseando-se neste principio Wullf e Sarhan (1972) produziram um MIP
organico com atividade enantiosseletiva para o acido glicérico, e desde entdo novos
materiais vem sendo desenvolvidos e/ou melhorados. Dentre os principais topicos
relacionados a polimeros impressos que vém sendo estudados nas ultimas décadas
temos: (a) racionalizagcdo do processo de sintese por meio da utilizacdo de novos
reagentes, modelagem molecular, aplicagdo de novas técnicas de polimerizagao
(suspensao, precipitagdo, eletropolimerizagdo, grafting, monolitos, sol-gel entre
outras) (b) adaptagcdo para analitos e matrizes diversas bem como a utilizagdo em
técnicas analiticas distintas; (c) desenvolvimento dos polimeros i6nicamente
impressos (lIP); e (d) funcionalizacdo do MIP (biomimetismo), o qual é tema deste
trabalho (BAGGIANI; ANFOSSI; GIOVANNOLI, 2006; TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005b; ANSELL; KRIZ; MOSBACH, 1996).

2.4.2 Composigéao e rota de sintese

Tanto a composi¢cao quanto o processo basico de sintese de um MIP podem
ser considerados de relativa simplicidade, pois ndo demanda reagentes
extremamente caros, ndo exige pessoal altamente especializado e geralmente o
produto obtido apresenta boa reprodutibilidade. Entretanto, apesar das facilidades

apresentadas, o trabalho de pesquisa para o desenvolvimento de novos materiais €



arduo e minucioso, tendo-se em vista que o grau de exigéncia para inovacdes é
sempre maior em relacido aos resultados que foram obtidos anteriormente.

Na composicao basica de um MIP tém-se quatro tipos de compostos que
possuem caracteristicas e funcdes especificas (MARTIN-ESTEBAN, 2001),

conforme listado na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes basicos utilizados na sintese dos MIP.

Composto Funcio

E a molécula que servira de molde para o MIP.
Deve-se ter conhecimento das propriedades
quimicas e fisicas do material, como ponto de
fusdo e ebulicdo, solubilidade, pKa, estabilidade e
funcdo organica. E necessaria atencdo especial
sobre a estereoquimica e os radicais com potencial
para interagdo com o mondmero funcional.
Teoricamente qualquer molécula pode ser utilizada
com esta finalidade.

Analito ou “template”

E a unidade basica na formacdo da rede
polimérica. Este composto € o responsavel pela
interacao quimica com o “template”.

Monomero funcional

Reagente de ligagao s

interigando as moléculas de mondémero
cruzada

funcional entre si.

E responsavel por atacar quimicamente as

Iniciador radicalar moléculas de monédmero funcional de tal modo a
formar um radical livre e consequentemente
permitir a polimerizagao.

Utilizado como o meio liquido da reagao. Exerce

Solvente porogénico fungcdo determinante sobre as caracteristicas
morfolégicas do material e a sua compatibilidade
com a matriz da amostra.

Dentro de cada tipo de composto existem varias opgdes distintas, que
devem ser selecionadas seguindo alguns critérios, os quais irdo direcionar
previamente o tipo de material que sera obtido. Deve-se considerar principalmente a
polaridade e acidez do analito (“‘template”), capacidade de interagdo covalente ou
nao do monémero funcional com o analito, rigidez do polimero (sélido ou gel), tipo

de sintese (termoativada, fotoativada ou eletroativada, “bulk” ou “grafting”,



suspensao ou precipitagao etc), tipo de amostra que sera testada (considerar as
possiveis matrizes) e finalmente a técnica analitica aplicada nos testes.

Em relagédo a rota de sintese dos MIP existem diversos protocolos, e que
geralmente sao adaptados pelos pesquisadores conforme a sua necessidade
considerando as particularidades inerentes ao material. Entretanto, a rota do
processo basico da impressao molecular € o mesmo para todos, e pode ser

resumido em etapas:

Tabela 2. Descrigdo do processo basico de sintese de um MIP.

Etapa Descricao Objetivos
Dissolver os cristais do analito e liberar as
moléculas para o meio reagente. A escolha do
solvente adequado ¢é fundamental, devendo
Solvatagao do assegurar que: (a) o analito sera dissolvido sem
1 analito no que haja degradagao; (b) a afinidade entre o
solvente analito e o solvente seja baixa, nao influenciando
porogénico na formagdo do complexo analito-monémero; (c)
tornar viavel a utilizagdo do MIP em amostras
diluidas em outro tipo de solvente; e (d)
proporcionar elevada porosidade do material.
Promover interagcbes estaveis analito-monémero,
que podem ser dos tipos covalente, nao-
Interagao entre
) covalente, dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio,
2 monomero hidrofébica ou ibnica (TARLEY; SOTOMAYOR;
funcional e o
analito KUBOTA, 2005a). O tipo de interagdo que sera
estabelecida deve ser estimado, pois é de grande
influéncia sobre o produto final.
3 Inicializagao Para que a polimerizagdo seja iniciada é
radicalar necessario provocar no mondémero a formacgao de
radicais que irdo posteriormente interagir com o
“template”. O reagente 2,2’-azo-bis-iso-
butironitrila (AIBN) (Reagao 3) é o mais utilizado
neste tipo de material (TARLEY; SOTOMAYOR,;



Polimerizagao

Remoc¢ao do

“template”

KUBOTA, 2005a).

Nesta etapa ocorre a interligagdo das moléculas
de monémero com o auxilio do reagente de
ligagdo cruzada, formando assim a rede
polimérica rigida moldada sobre o “template”. O
etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) é o reagente
de ligagdo mais utilizado, pois € capaz de gerar
polimeros de boa resisténcia térmica e mecanica
e também proporciona bons parametros cinéticos
de transferéncia de massa (MARTIN-ESTEBAN,
2001). Apos isso, a sintese esta finalizada e nao

€ possivel realizar alteragdes.

Apesar de nao fazer parte da sintese, este
procedimento € necessario para a desocupagao
das cavidades formadas. Este procedimento é
diretamente influenciado pela etapa 2, pois
quanto maior a forgca de ligagédo entre analito-

mondmero, maior a dificuldade de remocgao.

Como foi mencionado, os procedimentos descritos na Tabela 2 sao

referentes ao procedimento basico para a sintese da maioria dos MIP e deve ser

adaptado conforme a

necessidade. Uma representacdo esquematica

procedimento de sintese do MIP é apresentada no Quadro 1.
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Reacgédo 3. Geragao de fragmentos radicalares livres provenientes do iniciador radicalar

(a) AIBN (2,2’-azo-bis-iso-butironitrila) (b) radical livre (SALAMONE, 1996).



Quadro 1. Procedimento basico de sintese de um MIP.
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2.4.3 Mondbémero funcional



A etimologia da palavra polimero é derivada dos termos “poli” e “mero”, que
significam respectivamente “muitos” e “parte”. O proprio nome representa com
clareza a estrutura de um polimero, que na pratica trata-se de uma macromolécula
de alto peso molecular que é formada pela conexdo de varias moléculas idénticas,
chamadas mondémeros. No entanto, variacbes podem ser feitas na sintese de um
polimero de acordo com o mondmero utilizado ou mesmo por meio da utilizacdo de
mais de um tipo no mesmo polimero, neste caso formando um copolimero (IUPAC,
1996).

A funcao exercida pelo(s) mondémero(s) funcional(is) € a peca chave no
desenvolvimento de um MIP, sendo responsavel pela estruturacdo da cavidade que
sera formada, haja visto que ele € a menor unidade representativa na composicéo
de um polimero. As caracteristicas das interagdes intermoleculares que ocorrem
entre este componente e o “template” sdo os fatores determinantes na efetividade da
impressao e também quanto ao tipo de aplicacdo que o MIP podera ser submetido
(SVENSON et al., 1998).

A selecao do(s) mondmero(s) é feita de tal modo a atender alguns critérios
basicos, como: (a) carater acido/base do template, (b) tipo de interagcdo desejada
entre “template”-mondmero (covalente, ndo-covalente, ligagdes de hidrogénio) e (c)
solubilidade no solvente porogénico. Outros fatores podem ser determinantes nesse
processo de selecdo, porém sao especificos para cada sintese.

Uma revisdao feita por Tarley; Sotomayor; Kubota (2005a) mostra os

principais mondmeros utilizados na sintese dos MIP (Tabela 3).

Tabela 3. Monomeros comumente utilizados na sintese dos MIP.

Tipo de interagao

Monomero funcional Nome do mondmero .
com o analito

Interacao i6nica e

Aciagidailico ligacédo de hidrogénio

O ‘. - Interacao i6nica e
I Acido meta-acrilico S . A
ligacdo de hidrogénio



NH Lo
%( \~/\SO3H Acido Interacao iénica
acrilamidosulfénico ¢

= | A Interagéo i6nica,
i ligagdo de hidrogénio
N 4-Vinilpiridina e transferéncia de

carga

= Interagédo ibnica,
/\@NH AVinilimi ligacado de hidrogénio
— -Vinilimidazol ~
N~/ e coordenagao com

metais

s
Acrilamida Ligagao de hidrogénio

Apesar da existéncia de varias possibilidades de interagées quimicas entre
“template” e monémero, a principal classificagdo € se esta ocorre por meio de
ligagdes covalentes ou nao-covalentes. O emprego de interagbes covalentes para a
sintese dos MIP, que nao é o objetivo deste trabalho, foi muito utilizado até a década



de 1980. Neste tipo de material as caracteristicas marcantes sdo a dificuldade de
remocao do “template” apds a sintese, as caracteristicas cinéticas inferiores, que se
traduzem na dificuldade de religacdo do analito na cavidade impressa, e também a
restricdo da sua aplicagcdo apenas a moléculas de alguns grupos funcionais
(TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005a; WHITCOMBE; VULFSON, 2001). Ja a
partir da década de 1980, ap6s a descricdo por Arshady e Mosbach (1981) do
primeiro MIP sintetizado de forma nao-covalente, a grande maioria dos trabalhos
sobre MIP vem utilizando esta estratégia com muito sucesso (SELLERGREN;
GERMANY, 1997), visto que praticamente qualquer molécula organica pequena
pode ser utilizada como “template”. A impressdo por meio de ligagbes nao-
covalentes oferece algumas vantagens em relacdo a remocgao do “template” pos-
sintese, que é facilitada, e também ao ganho nos parédmetros cinéticos,
diferentemente do MIP covalentemente ligado. Este ganho deve-se ao fato de que
durante a formacéo do complexo “template”-monédmero podem ocorrer interacdes de
varios tipos e em varios pontos distintos da molécula molde, o que aumenta as
possibilidades de religagdo do analito na cavidade formada (WHITCOMBE;
VULFSON, 2001).

Apesar das reconhecidas vantagens e da versatilidade apresentada pela
impressao molecular ndo-covalente, esta estratégia apresenta a desvantagem de
formar sitios de reconhecimento heterogéneos, ou seja, nao existe uma
uniformidade das cavidades formadas ao longo da polimerizagdo. Desta forma, é
possivel encontrar no mesmo material cavidades de maior e menor capacidade de
reconhecimento, bem como a formacao de sitios ndo especificos. A origem deste
problema esta relacionada tanto ao tipo de monémero, o qual deve possuir grande
afinidade pelo “template”, quanto a concentracao utilizada na sintese, que deve ser
sempre superior a do “template” (sugere-se a proporcao de 4:1, v/v) de tal modo a
deslocar o equilibrio da reacdo no sentido da formacdo do complexo analito-
mondémero. Este excesso de mondmero € o fator que propicia a formacao de sitios
inespecificos, que podem reduzir o potencial de seletividade do material (MARTIN-
ESTEBAN, 2001; WHITCOMBE; MARTIN; VULFSON, 1998). No sentido de
contornar estes problemas, novos tipos de mondmeros, 0s quais possuem maior
afinidade para com a molécula molde vem sendo desenvolvidos. Whitcombe e

Vulfson (2001) classificam estes mondmeros como sendo de “segunda geragao”.



2.4.4 MIP com atividade catalitica

Desde o desenvolvimento da técnica de impressdao molecular € notavel o
interesse na utilizagdo desta estratégia para o desenvolvimento de materiais
biomiméticos, os quais simulam o comportamento e as fungdes de biomoléculas,
como enzimas, anticorpos, canais idnicos e receptores. Grande parte da motivacao
em atingir este objetivo pode ser creditada as dificuldades encontradas na utilizacao
de moléculas naturais, que sdo de dificil manipulagao e obteng¢do, possuem preco
elevado e apresentam baixa estabilidade fisico-quimica. Considerando-se estes
aspectos o MIP apresenta-se como uma 6tima alternativa, pois apresenta baixo
custo, boa seletividade e resisténcia elevada em condi¢gdes adversas (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005b; TAKEUCHI; MATSUI, 1996). Soma-se a estes
fatores a possibilidade de ser sintetizado “sob medida” para praticamente qualquer
molécula organica, o que amplia o espectro de aplicacdo até mesmo onde nao
existem biomoléculas correspondentes (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005b).
Na Tabela 4 extraida de Tarley; Sotomayor; Kubota (2005b) estdo comparadas as
principais caracteristicas de biomoléculas naturais em relagdo aquelas encontradas
nos MIP.

Tabela 4. Comparac¢ao entre as principais caracteristicas de um MIP e enzimas naturais.
BIOMOLECULAS MIP

Apresentam estabilidade variavel,
dependendo da estrutura e da fonte.
Sao quimica, fisica e termicamente

Apresentam altas estabilidades quimicas,
fisicas e térmicas, por longos periodos de

. tempo.
frageis. P
Algumas enzimas e receptores, apesar Geralmente s&o baratos e faceis de
de serem de facil obtengao, apresentam preparar sempre que a quantidade da
custo elevado. molécula molde for suficiente.
Sao restritas ao uso em meio aquoso. Apresentam melhor desempenho em meio
Muitas apresentam pobre desempenho organico, porém também podem ser
em meio nao aquoso. usados em meio aquoso.
A integracao de varias biomoléculas
com a finalidade de construir um Como sofrem pouca influéncia da variagao
dispositivo multicanal (contendo varios dos parametros operacionais (pH, forgca
biossensores) pode ser dificultada, ibnica, temperatura), em relacao aos
devido a variagao nas caracteristicas biossensores, s&o adequados para
operacionais de cada biossensor (pH, construgao de dispositivos multicanais.

forga ibnica, temperatura, substrato).



Precisam de condigdes especiais para
armazenagem.

Apresentam constantes de afinidade
(constante de Michaellis-Menten) e
cinética (velocidades “turnover”) com
valores elevados.

Podem ser estocados a seco e em
temperatura ambiente.

Ainda nas melhores situagdes, as
constantes de afinidade e cinética sao
menores que as obtidas com
biomoléculas.

Consideragdes éticas podem estar
envolvidas, principalmente no caso do
uso de fontes animais.

Sao sintéticos e ndo precisam de
nenhuma fonte natural.

Nos casos onde é conhecida a interacao
entre o reconhecedor biolégico e o
analito, podem ser usadas na
construcdo de biossensores.

Podem ser sintetizados para analitos para
0s quais ainda n&o se conhece o
elemento de reconhecimento bioldgico.

A preparacao, separagao, purificagao
e/ou liofilizagdo consomem tempo,
porém, uma vez que a biomolécula é
isolada, pode ser realizada uma
producgao reprodutivel em grande
escala.

A preparacéo e relativamente rapida e
com boa reprodutibilidade.

N&o sio reutilizaveis. S3ao reutilizaveis.

Para o melhor entendimento sobre a fungdo de uma biomolécula é
importante saber que em geral apresentam constituicdo protéica e participam de
processos biolégicos complexos, atuando como gatilhos (catalisadores)
extremamente especificos em pequenas reagdes quimicas simples que ocorrem nas
etapas que compde o processo (TAKEUCHI; MATSUI, 1996). Sendo assim, o
grande desafio € obter sucesso no desenvolvimento de um material sintético que
seja capaz de reproduzir a atividade biolégica de uma biomolécula, que apresente
grande potencial de reconhecimento molecular e seja adaptavel a diversas técnicas
analiticas. Além de atender essas caracteristicas um bom material biomimético deve
ainda ser resistente e de baixo custo. Logo, pode-se dizer que o MIP & um tipo de
material que se enquadra dentro destas caracteristicas.

As aplicagbes possiveis para este tipo de material sdo diversas, como
sensores biomiméticos, ensaios imunoldgicos, mimetizagdo de receptores
(MOSBACH; HAUPT, 1998; YE; MOSBACH, 2008; KEMPE, 1996; ANSELL; KRIZ;



MOSBACH, 1996) e a simulagao de enzimas naturais (SANTOS et al., 2009b), que é
o caso do trabalho em questdo. Briggemann (2001) descreve alguns tipos de
aplicagdes cataliticas dos MIP, e 0 que se observa € a gama de reagdes distintas
que é possivel mimetizar, como hidrolise, reacdo de Diels-Alder e reacdo de
isomerizagao. Entretanto, estas sdo apenas algumas das alternativas ja conhecidas,
e Wulff (2002) cita mais algumas e dentre elas a catalise da reagao de oxidagao.

A capacidade de oxidagdo € uma caracteristica marcante das enzimas
classificadas como oxidases. A peroxidase € uma dessas enzimas que se
caracteriza principalmente pela presenca do grupo prostético ferriprotoporfirina 1X,
que é capaz de catalisar a reacdo de oxidacdo de varios substratos na presenca de
peréxido de hidrogénio (H,0O2) (MIKA; LUTHJE, 2003; HAMID; REHMAN, 2009). A
utilizacdo desta classe de enzimas como catalisador em testes quantitativos é
bastante frequente, especialmente a enzima “horseradish peroxidase” (HRP), que é
utilizada em sua forma livre (PASSOS et al., 2008) ou imobilizada (CASTILHO;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; CHE et al., 2009; JEYKUMARI; NARAYANAN,
2009; KIM; JANG; KANG, 2009) sobre a superficie de suportes solidos. Entretanto,
varios sao os problemas encontrados na utilizacdo desta enzima natural, como a
falta de estabilidade em longo prazo, a atividade catalitica relativamente baixa e a
dificuldade na reutilizacdo (CHEN; ZHAO; ZOU, 2009).

O grupo prostético de uma enzima é o responsavel pela catalise da reagao
que ocorre apos o contato do substrato com algum ponto especifico desta molécula,
que espacialmente fica situada no interior da cavidade de uma enzima. Sendo
assim, podemos dividir a enzima em duas porgdes com fungdes especificas, ou seja,
uma porgao protéica tridimensional que limita o acesso ao interior da cavidade da
enzima apenas as moléculas que possuirem aquele formato (sistema chave-
fechadura de formacao do complexo enzima-substrato) (FISCHER, 1890), e o grupo
prostético propriamente dito, que na maioria das vezes € formado por moléculas
organometalicas grandes que possuem a capacidade de serem oxidadas ou
reduzidas reversivelmente. No caso das peroxidases, como foi dito anteriormente, o
grupo prostético é formado pela ferriprotoporfirina IX, também denominada hemina
(Figura 2), e que contém no centro de sua molécula um atomo de Fe que transita
reversivelmente entre os estados de oxidacdo Fe®* e Fe* apos a troca de elétrons
com a molécula de substrato (NAVES, 2008).



Baseando-se no funcionamento de uma enzima, constata-se que é possivel
desenvolver um MIP que agregue suas potencialidades de forma racional desde que
se atenda as duas necessidades basicas: (1) capacidade de reconhecimento
molecular tridimensional, e (2) presenga de grupo prostético acessivel posicionado
no interior da cavidade moldada (DAVIS; KATZ; AHMAD, 1996).

Figura 2. Formula estrutural do grupo heme (hemina).

Embora o raciocinio de inclusdo de um grupo prostético no interior de uma
cavidade molecularmente impressa pareca simples, verifica-se que sua aplicacao e
viabilidade s&o recentes, havendo ainda varias possibilidades de inovagao e
aperfeigoamento daquilo que ja foi desenvolvido, bem como o melhor entendimento
sobre fatores diversos que envolvem esta ciéncia, como por exemplo a influéncia
exercida por ions de sais no momento da religacao entre analito e MIP, a estrutura
molecular do polimero formado e o posicionamento de cada componente, entre
outros.

A sintese de um MIP capaz de catalisar reagbes de oxidagao foi descrita por
Efendiev e Kabanov em 1982, quando desenvolveram um polimero contendo Co(ll),
capaz de intermediar a transformacdo de etilbenzeno em acetofenona. Nesta
ocasiao eles utilizaram como controle o polimero sem impressédo molecular (NIP), o
qual é sintetizado paralelamente ao MIP, sob as mesmas condi¢des, porém sem a
adicdo do “template” no momento da sintese. A comprovagdo do sucesso do
procedimento foi demonstrada pela capacidade aumentada em duas a trés vezes do
MIP em catalisar a reacdo quando comparado ao NIP. Desde entéo, esta estratégia
vem sendo adotada por alguns autores com sucesso.

Chen e colaboradores (2007) sintetizaram um nanogel molecularmente

impresso capaz de mimetizar a atividade catalitica da enzima peroxidase para a



oxidagao do acido homovanilico (HVA) em meio aquoso na presenga de peroxido de
hidrogénio. A motivacdo para este trabalho surgiu de trabalhos anteriores
desenvolvidos pelo mesmo grupo (CHENG; ZHANG; LI, 2004; CHENG; LI, 2006)
nos quais sédo descritos polimeros impressos que apresentam atividade catalitica
para a mesma reacao, porém em escala reduzida devido a baixa compatibilidade do
material com o meio de reacdo aquoso. Desta forma, o modo encontrado foi a
sintese do mesmo MIP, porém com algumas modificagdes para que o produto final
possuisse caracteristicas de um gel hidrossoluvel. Esta abordagem é demonstrada
também por Wulff e colaboradores (2006) e destaca a possibilidade de sintese de
materiais impressos soluveis a tal ponto de liberar no meio reacional particulas que
possuam apenas um sitio ativo, assemelhando-se as enzimas naturais.

Santos et al. (2007) descreveu a sintese e a aplicagao analitica de um MIP
catalitico para a oxidagao de p-aminofenol. Foi utilizado neste trabalho um sistema
por injecdo em fluxo (FIA) acoplado a um potenciostato, através do qual realizou-se
a determinacdo da capacidade catalitica do MIP em questdo pela técnica de
amperometria. Para tanto, o material foi acondicionado em uma minicoluna e
submetido ao sistema de fluxo continuo de solucéo carreadora contendo peréxido de
hidrogénio. Neste trabalho, os autores observaram a capacidade superior de catalise
do MIP em relagao ao NIP, e obtiveram sucesso na aplicagdo em amostras de agua
de rio contendo substancias humicas com indices de recuperacao entre 96 e 111 %,
bem como seletividade elevada frente a moléculas similares ao p-aminofenol. O
reuso do material também impressionou, pois mesmo apdés mais de 100
determinagdes do analito no mesmo sistema nenhuma alteracdo de resposta foi
observada, ou seja, a atividade catalitica permaneceu inalterada. Em um estudo
mais aprofundado sobre algumas caracteristicas morfolégicas e de cinética
enzimatica deste MIP (SANTOS et al., 2009a) é notéria a diferenga existente em
relacdo ao material nao-impresso. Morfologicamente, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) é possivel observar que o MIP apresenta superficie
mais porosa que o NIP e consequentemente maior area superficial. Em relagao aos
parametros cinéticos, o MIP apresentou comportamento condizente com o de uma
enzima (perfil Michaelis-Menten), porém com uma afinidade inferior pelo substrato
(comprovada pelo valor de K, mais elevado que o de uma peroxidase natural).
Entretanto, isto ndo constituiu um problema, pois o material apresenta outras

qualidades que justificam sua utilizagao.



Santos et al. (2009b), em outro trabalho, sintetizou um MIP utilizando como
template a catecolamina serotonina. Deve-se ressaltar que esta foi a unica
modificagdo feita no método de sintese, ou seja, apdés a remocado do analito a
composicao dos MIP referentes aos dois trabalhos € idéntica, apenas com uma
impressao diferenciada. Os resultados encontrados neste segundo trabalho
corroboram a efetividade da impressdo molecular, pois novamente o MIP foi seletivo
para o analito impresso, no caso a serotonina. Foram obtidos bons resultados
também na determinacdo de serotonina em amostras de soro sanguineo humano
por meio de método de adigcio e recuperacdo com valores muito proximos de 100%.

Na mesma linha de raciocinio Piletsky et al. (2005) desenvolveu um MIP
capaz de simular a atividade da enzima tirosinase. Esta enzima caracteriza-se pela
existéncia de dois atomos de cobre em seu grupo prostético, que sao capazes de
oxidar a molécula de catecol em o-quinona. Algum tempo depois Lakshmi e
colaboradores (2009) adaptaram a sintese deste MIP sobre um eletrodo de ouro
contendo um filme de polianilina previamente formado através de
eletropolimerizagdo. O objetivo deste trabalho foi produzir um sensor biomimético
que ao mesmo tempo em que fosse capaz de catalisar a oxidagao do catecol por
H.O, pudesse também captar e transduzir os elétrons gerados na reagdo para um
potenciostato. A demanda por estas caracteristicas esta fundamentada no fato de
que os MIP em geral sdo isolantes elétricos, ou seja, quando encontram-se de forma
isolada, sem conexdo com algum condutor, a corrente gerada na reagdo nao pode

ser monitorada.

2.5 Catecolaminas

As catecolaminas s&o aminas biogénicas que possuem fung¢des importantes
nos organismos animais atuando como horménios e neurotransmissores, tanto no
sistema nervoso central como no sistema nervoso periférico. Sao caracterizadas
pela presenga de um anel catecol e uma cadeia lateral contendo a fungdo amina,

tendo como principais representantes a dopamina, norepinefrina e epinefrina. A



instabilidade quimica também é um fator caracteristico dessa classe de moléculas,
pois sdo facilmente degradadas por meio de reagdes redox com a formagao de
diversos metabdlitos (RAGGI et al., 1999). Desta forma, grande parte dos métodos
analiticos aplicados na determinacdo de catecolaminas explora este mecanismo,
seja através da determinacdo colorimétrica dos produtos de degradagao
(KITAMURA et al., 2007), ou mesmo da medida direta da oxidagao ou redugao do
analito por meio de técnicas eletroquimicas (RAGGI et al., 1999).

Porém, apesar do grande numero de métodos existentes para a
determinagcao das catecolaminas em diversos tipos de amostras, observa-se que na
maioria dos casos sao utilizadas técnicas que exigem instrumentacédo de custo
elevado e metodologias complexas que possibilitem a separagdo prévia das
especies, como HPLC (RAGGI et al., 1999; MISHRA et al., 2009) e CE (ZHU; KOK,
1997).

Outras metodologias, as quais utilizam técnicas eletroanaliticas também sao
encontradas, e normalmente sao realizadas por meio de sensores modificados com
a inclusdo de enzimas (LISDAT et al.,, 1997; YAO et at 2007). No entanto, s&o
métodos que possuem pouca seletividade para a distingcdo entre as catecolaminas
em determinacdes simultaneas, porém apresentam bom desempenho para amostras
contendo poucos interferentes. A utilizacdo de reagentes oxidantes também é
descrita, porém também apresenta niveis de interferéncia elevados e pouca
seletividade (GARCIA MATEO; KOJIO, 1997).

2.6 Sistema de analise por inje¢cao em fluxo (FIA)

A anadlise por injecdao em fluxo (FIA) pode ser definida como sendo um
processo onde uma amostra em solucdo aquosa € introduzida em um fluxo
carregador que a transporta até o detector, sendo que durante o percurso a amostra
pode receber reagentes ou passar por diferentes tipos de tratamento. Em geral o
sistema pode ser dividido em quatro partes: propulsdo dos fluidos, injecdo da

amostra, reacdo e deteccdo. Para a propulsdo dos fluidos pode ser empregada uma



bomba peristaltica e um injetor/comutador que é usado para a injegdo da amostra. A
reacao quimica esperada ocorrera durante o percurso analitico e a deteccao podera
ser feita utilizando um equipamento compativel com o produto da reagao
(CALATAYUD, 1996).

Existem varios tipos de configuragbes de sistema FIA: linha unica,
confluéncia, zonas coalescentes, reamostragem, monossegmentado, fluxo
intermitente entre outros, sendo que em todas estas estratégias de montagem do
sistema o objetivo é controlar a reagdo quimica e a dispersao de seu produto ao
longo do sistema, proporcionando sinais amplificados e bem resolvidos. O sinal
obtido é um sinal transiente, no qual se pode integrar a area sob o pico ou medir a
altura do mesmo, que € sempre correspondente ao ponto de maior concentragao do
produto existente no sistema.

O sistema FIA apresenta-se como uma 6tima alternativa para o estudo de
reagentes solidos, pois permite 0 monitoramento on-line dos produtos da reagao e

possui a vantagem de permitir analises sequenciais.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar um polimero molecularmente impresso (MIP) capaz de catalisar
seletivamente a reagao de oxidacao da epinefrina (EP) por perdxido de hidrogénio
(H20;), formando produtos detectaveis por amperometria acoplada a um sistema
FIA.

3.2 Objetivos especificos

« Executar a otimizagcdo do método analitico de forma univariada para
0s parametros que possam ser modificados;

* Realizar teste comparativo entre a atividade catalitica do material
impresso (MIP) e do ndo impresso (NIP);

» Sintetizar polimeros com a utilizagcdo de diferentes mondémeros e
comparar suas respectivas atividades cataliticas;

» Verificar o nivel de interferéncia de substancias de estrutura e/ou
composic¢ao quimica semelhantes a EP;

* Determinar as figuras de mérito do método analitico;

» Utilizar a metodologia na quantificagdo da concentragdo de EP em
produto farmacéutico;

* Determinar os parametros cinéticos da atividade catalitica do MIP-
MAA;

* Realizar a caracterizacao fisica dos materiais.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Para a sintese dos polimeros e realizacdo dos testes foram utilizados os
seguintes reagentes grau analitico:

» Cloroférmio (CHCI3) — Tedia, USA;

* Dimetilsulféxido (DMSO) — Tedia, USA;

e 2,2’-azobisisobutironitrila (AIBN) — Sigma-Aldrich, Belgium;
* Cloridrato de Epinefrina (EP) — Sigma-Aldrich, Belgium;
* Dopamina (DP) — Fluka Chemie AG, Germany;

* P-aminofenol - Sigma-Aldrich, Belgium;

e L-dopa - Fluka Chemie AG, Germany;

* Metil-L-dopa - Fluka Chemie AG, Germany;

« Acido ascérbico — Vetec, Brasil;

* Fenol - Acros Organics;

» Catecol - Acros Organics;

* Guaiacol - Acros Organics;

« Acido Metacrilico (MAA) — Acros Organics;

* Hemina — Acros Organics;

» Etileno Glicol Dimetacrilato (EGDMA) — Acros Organics;
* 4-Vinilpiridina (4-VPy) — Acros Organics;

No preparo das solugdes utilizadas nos testes analiticos foi empregado agua
purificada (Milli-Q). Os reagentes utilizados foram:

» Cloreto de Potassio (KCI) — Sigma, USA;

» Peréxido de Hidrogénio (H.O.) — Merck, Alemanha;

e Tris-HCI — Invitrogen, USA;

» Fosfato de Potassio Monobasico (KH.PO,) — Synth, Brasil;
» Citrato de Sédio — Synth, Brasil;

* Brometo de potassio (KBr) — Reagen, Brasil.

4.2 Sintese dos polimeros e preparo para aplicagao

Foram utilizados durante o desenvolvimento do trabalho diferentes tipos de
polimeros que serdo apresentados com mais detalhes em momento oportuno.
Entretanto, deve-se ressaltar que o procedimento de sintese utilizado foi 0 mesmo
para todos, havendo modificagcdes apenas quanto a composicdo dos materiais. No
caso dos NIP nao foi adicionado o analito (EP), e no material sem atividade catalitica
e sem impressao foram excluidas da sintese a EP e a hemina.

O método utilizado (via “bulk”) e as concentragdes de reagentes utilizados

sdo adaptados de Santos et al. (2007) com pequenas modificagbes quanto ao



analito utilizado. Para tanto, foi adicionado em recipiente de vidro 2,0 mL da mistura
de solventes CHCI;:DMSO (1:1) e EP (45 pmol). Agitou-se a mistura até a completa
dissolugéo da EP e em seguida acrescentou-se MAA ou 4VPy (450 umol), EGDMA
(7,95 mmol), hemina (30 umol) e AIBN (180 pmol). Novamente, agitou-se a mistura
até completa homogeneizagdo dos reagentes solidos e procedeu-se a purga da
solugéo em fluxo de nitrogénio por 15 minutos. Na sequéncia, o recipiente foi selado
hermeticamente e levado ao banho de d6leo ajustado na temperatura de 60°C (x5°C)
por 24 horas. Ao final da reacdo de polimerizagdo o material solido de coloracéo
marrom foi removido do recipiente de vidro, triturado, seco a temperatura ambiente
por 12 horas e peneirado em tamis com abertura de didmetro 106 um. Apds esta
etapa procedeu-se a extragdo da molécula molde por percolagdo com solugao de
metanol:acido acético (4:1) (v/v), realizando-se o monitoramento dos eluatos por
voltametria de pulso diferencial (DPV) até a auséncia de sinais de oxidagao
correspondentes a EP. O material foi novamente seco a temperatura ambiente por

12 horas e armazenado em auséncia de luz, estando pronto para uso.

4.3 Instrumentacgao analitica

Para a realizagao das amperometrias  foi utilizado um
potenciostato/galvanostato Autolab® PGSTAT-12 (Eco Chemie BV, Utrecht, The
Netherlands), utilizando os seguintes eletrodos: Ag/AgCIl (referéncia), platina
(auxiliar) e como eletrodo de trabalho o carbono vitreo (GCE). Porém, a disposigéao
dos eletrodos ¢é diferenciada para as duas técnicas eletroquimicas, sendo adaptadas
para os testes de DPV em cela unica (modo convencional), e para os testes
amperométricos em cela eletroquimica de trés vias em modo “wall-jet” acoplada a
saida da coluna contendo o material teste. Foi utilizada para a propulsdo das
solucdes do sistema FIA uma bomba peristaltica de oito canais (Ismatec IPC, Zurich,
Switzerland) contendo tubos de Tygon® de diferentes diametros e tubos de
polietileno 0,8 mm de didmetro interno. Para a inser¢do das amostras no sistema
FIA foi utilizado um injetor/comutador tipo 2:3:2, fabricado em Teflon® (PTFE,
politetrafluoroetileno). As minicolunas contendo o material teste (MIP ou NIP) foram

produzidas através da jungdo de duas ponteiras de micropipetas de polietileno



unidas opostamente pelos orificios de maior diametro, em formato bicdnico, sendo
inserida la de vidro nas extremidades internas para a retencdo do material no interior
da coluna. As leituras de pH foram realizadas em um pHmetro marca Metrohm
(Herisau, Switzerland) modelo 827 pH Lab. A obtencédo das imagens de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) foi feita no equipamento JEOL JSM 6360-LV (Tokyo,
Japan), com voltagem de aceleracao de 20 kV. As amostras utilizadas nesta analise
foram primeiramente recobertas com uma fina camada da liga Au-Pd através do
equipamento Bal-Tec MED 020. As analises termogravimétricas foram realizadas no
equipamento TA Instruments, modelo TGA 2950 (California, USA) nas temperatura
entre 30 e 600 °C, com rampa de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de
argbnio. A caracterizacao do material teve como objetivo verificar a existéncia de
diferengas morfolégicas e quimicas entre o MIP-MAA e o NIP1, através da
realizagdo das analises de espectroscopia de infravermelho (IR), termogravimetria
(TG) e microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Os objetivos especificos das técnicas especificadas sao:

a) IR: verificagdo da existéncia de bandas distintas entre o material
impresso e o controle; comparagdo com o0s espectros de alguns
precursores; verificacdo da existéncia de bandas referentes a EP no
espectro do MIP-MAA apés a remogao do “template”.

b) TG: comparagdo entre o perfil de decomposi¢cdo do MIP-MAA, NIP1 e
NIP2.

c) MEV: visualizagdo da superficie e dos granulos do MIP-MAA, NIP1 e
NIP2.

4.4 Sistema FIA acoplado ao potenciostato
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Figura 3. Representagao esquematica do sistema FIA acoplado ao potenciostato. (a)
amostragem, (b) inser¢ao da amostra, (c) minicoluna contendo MIP ou NIP, (d) cela
eletroquimica de trés vias modo "wall-jet"e (e) potenciostato operado por microcomputador.

Uma das vantagens do sistema FIA é a possibilidade de conecta-lo a
diferentes tipos de instrumentagdes analiticas para a realizagdo do monitoramento
do produto de reacgéo. E muito observado na literatura a utilizagdo de equipamentos
de espectrofotometria ultravioleta e visivel, espectrofluorimetros e também
potencidmetros e potenciostatos. A Figura 3 mostra a disposigdo da montagem do
sistema utilizado (linha uUnica) para a aquisigdo dos dados por amperometria, que €
constituido por (A) um injetor/comutador, capaz de realizar a amostragem em
volume fixo e promover a inser¢gdo desta no fluxo carreador, (B) uma bomba
peristaltica, responsavel pela propulsdo das solugdes utilizadas (amostra, H,O, e
eletrélito suporte KCI), (C) uma cela eletroquimica do tipo “wall-jet”, que permite a
adaptagao do eletrodo de trabalho frontalmente ao fluxo proveniente da coluna de
MIP, (D) um potenciostato, capaz de detectar variagbes de corrente na escala de
nanoamperes (nA), e (E) um microcomputador contendo o software “General
Purpose Electrochemical System” (GPES) versao 4.9, Eco Chemie B.V. (Ultrecht,
The Netherlands), capaz de controlar o equipamento e adquirir os sinais gerados,
que foram calculados em funcao da altura de pico. O sistema possui duas posicoes
fixas conforme demonstrado na Figura 3: (a) amostragem e condicionamento da
coluna por meio da oxidagao dos sitios ativos promovido pelo H.O. e (b) insercédo da
amostra no fluxo carreador direcionado para o reator contendo o MIP.

Para a realizagdo dos testes cataliticos foi fixada a massa de 30 mg do

material teste dentro da coluna. Os seguintes parametros foram otimizados de forma

Descarte < < Amostra



univariada: potencial aplicado no eletrodo de trabalho (0,0 V), concentragdo de H;0.
no carreador (300 ymol L), vazéo (0,9 mL min™), volume da amostra (120 uL), pH
da amostra (8,0 £ 0,1), concentracéo e tipo do tampao da amostra (Tris HCI 0,1

mmol L7).

4.5 Tratamento estatistico dos dados

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através de ANOVA e a
comparagao de médias foi realizada através do teste de Tukey. Ambos os testes

foram realizados com o auxilio do software OriginPro 7.5.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao do “template” — limpeza do polimero

O monitoramento dos eluatos obtidos no processo de lavagem do material
através de voltametria de pulso diferencial (DPV) foi capaz de demonstrar a redugéo
na concentracdo de EP retida no material. A figura 4 apresenta os resultados
obtidos.
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Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial dos eluatos provenientes da lavagem do MIP-
MAA para remocao da epinefrina.

5.2 Materiais sintetizados e testes cataliticos iniciais

Foram sintetizados quatro tipos de materiais distintos, sendo eles: (a) MIP
catalitico utilizando como monémero funcional o MAA (MIP-MAA), (b) NIP com
hemina (NIP1), (c) NIP sem hemina (NIP2) e (d) MIP catalitico utilizando 4-
vinilpiridina como mondmero funcional (MIP-4VPy). O primeiro teste feito com o MIP
e o NIP1 objetivou verificar a existéncia de atividade catalitica destes materiais e se

esta ocorreria conforme o mecanismo mediado por H.O, (Figura 5).
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Figura 5. Proposi¢do do mecanismo redox envolvido no sistema.

Para tanto, utilizou-se como solugédo carreadora apenas agua, sem adi¢ao
de H;0O,, e realizou-se as inser¢des de amostra. Em seguida alterou-se a solugao
carreadora para H;O, 50 pM. O resultado foi satisfatério e demonstrou que na
auséncia de peroxido de hidrogénio a amplitude de sinal obtida é bastante reduzida
e semelhante tanto para o MIP-MAA quanto NIP1 (Figura 6), ndo podendo inclusive
ser atribuida a produtos de reagao de oxidagao. Por outro lado, com a utilizagdo de
H.O., mesmo que extremamente diluido, a catalise da reagdao acontece, havendo

amplificacao consideravel do sinal (Figura 7).
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Figura 6. Verificagdo da atividade catalitica do NIP1 e MIP-MAA. Solugdo carreadora sem
peroxido de hidrogénio.
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Figura 7. Comparacgao de atividade catalitica do MIP-MAA utilizando como carreador agua sem
(primeiro quadro) e com (segundo quadro) peréxido de hidrogénio (0,9 mL min™, 0,0 V, EP 500
Mmol L™ em agua Milli-Q)

Uma vez atestada a capacidade de realizar catalise oxidativa dos materiais
partiu-se para a verificacdo da efetividade da impressao e, consequentemente, o
aumento no potencial catalitico provocado por esta. Nesta analise os materiais foram
submetidos a uma comparacdo da atividade catalitica utilizando parametros nao
otimizados do sistema FIA, porém com capacidade de fornecer resultados. Esta
afirmacdo baseia-se nos parametros utilizados por Santos et al. (2007), que
desenvolveu seu trabalho em condi¢gbes semelhantes. As Figuras 8 e 9 mostram o
resultado obtido utilizando-se potencial de 0,0 V, concentracdo de H,O, de 50 umol

L' e concentragdo de EP em agua de 500 pmol L.
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Figura 8. Fiagrama comparativo entre os sinais obtidos com epinefrina (EP) 500 ymol L™ apés
eluigdo com peréxido de hidrogénio 50 umol L™ através de colunas contendo MIP-MAA, NIP
com hemina (NIP1), sem coluna e NIP sem hemina (NIP2), respectivamente.
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Figura 9. Comparacao de atividade catalitica entre os materiais produzidos. Amplitude de sinal
obtida com cada coluna (n=3).

A partir dos resultados obtidos nesse teste é possivel observar uma
diferenca de amplitude nos sinais obtidos com os diferentes materiais, o que € um
indicativo da variagdo de potencial catalitico existente entre eles, principalmente
entre o MIP-MAA e o NIP1, onde observou-se um ganho de sinal de 1,7 vezes para
o material impresso. Comparando-se o MIP-MAA e o NIP sem hemina verifica-se
também a atividade catalitica aumentada do MIP, porém deve-se ressaltar que neste

caso a reducgao drastica da catalise pelo NIP é devida a auséncia de hemina. Com o



intuito de verificar se a amostra poderia estar oxidada antes mesmo do contato com
a minicoluna realizou-se o teste sem a presenca da mesma, conectando-se
diretamente a saida da amostra com a cela eletroquimica. Deste modo comprovou-
se que a amostra de EP em solugdo aquosa permanecia em seu estado reduzido,
sendo oxidada apenas pelo material contido na coluna.

A partir deste resultado algumas observagdes podem ser feitas. A primeira é
em relagcdo a presenca de sinal utilizando-se a coluna de NIP sem hemina, o que
indica a oxidacdo da EP. Neste caso, sugere-se que a coluna contendo o material
atua como um reator, ocasionando o disturbio hidrodindmico da amostra e desta
forma elevando a probabilidade de choques intermoleculares entre a EP e o
perdxido de hidrogénio existente no meio reacional. E a segunda é referente ao
ganho de sinal de oxidagao quando se utiliza a coluna contendo o material impresso
em relacdo ao NIP1, pois sabe-se que a unica diferenca existente entre estes € a
presenca de EP no meio reacional do MIP no momento da sintese. Entretanto, apds
a sua remocgado a composicao de ambos os materiais € idéntica, diferenciando
apenas no arranjo molecular dos monémeros funcionais e da cadeia polimérica.
Desta forma, ja € possivel afirmar que a impressao molecular foi efetiva e conseguiu
tornar disponivel um maior niumero de sitios cataliticos, ou seja, permitiu que o grupo
prostético capaz de realizar a catalise ficasse posicionado de tal forma no material a
permitir o contato entre ele e o substrato, no caso a EP. Sendo assim, devido ao
maior numero de moléculas oxidadas o MIP-MAA apresentou sinal de maior
amplitude (WULFF, 2002).

Este dado demonstra que o simples fato de possuir hemina na composigao
do material ndo é garantia de atividade catalitica elevada, pois é necessaria a
presenca de sitios cataliticos e que estes possuam homogeneidade, ou seja,
precisam ser similares. Para se alcancar este objetivo a impressdo molecular
apresenta-se como uma boa alternativa, pois € capaz de organizar previamente a
disposi¢cdo das moléculas que irdo interagir com o analito, entre elas o centro ativo
do sitio prostético, e fixa-las nestas posicdes apds o processo de polimerizagao.
Fato este que n&o ocorre com o NIP1, que apesar de apresentar atividade catalitica
esta ndo é especifica, sendo ocasionada por sitios nao-especificos presentes no
material. Estes sitios ndo- especificos podem ser descritos como locais que
permitem o contato do substrato com o centro catalitico que nao estdo inseridos em

cavidades e sim distribuidos aleatoriamente (WULFF, 2002).



No caso da hemina o atomo de ferro coordenado no centro da molécula
deve estar estericamente disponivel para o contato com os grupamentos funcionais
da EP, visto que serdo estes os pontos que sofrerdo a oxidacdo. A Figura 10

demonstra esquematicamente a possivel interacdo existente entre a EP e a
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Figura 10. Representagao da possivel interagao entre as moléculas utilizadas na sintese do
polimeros (A) e a cavidade formada no MIP (B).

Segundo Corona-Averdano et al. (2005) as ionizagbes da molécula de EP
(Figura 11) iniciam-se no grupo amino, na sequéncia os grupos hidroxila do anel
catecol, sendo um de cada vez, e finalmente a quarta ionizagdo na fungéo alcool.

Ele também calcula o valor de pKa para estas ionizacbées em 8,02; 9,46; 10,28 e
13,50 respectivamente.

HO NHMe

HO

Figura 11. Estrutura molecular da epinefrina (EP).

Uma vez comprovada a atividade catalitica superior do material impresso, foi
realizado um teste a fim de se verificar a reprodutibilidade tanto do método analitico
quanto da atividade do material. Na realizacdo deste teste foram confeccionadas

novas colunas de MIP e NIP que ainda néo haviam sido utilizadas e repetiu-se o



teste sob as mesmas condicdes do teste inicial, porém com intervalo de 83 dias
(Figura 12). Comparando-se estas analises observa-se um ganho de sinal em
relacdo ao NIP de 1,7 (dia A) (Figura 13) e 1,6 vezes (dia B) (Figura 14)
respectivamente, ou seja, uma variagado aproximada de 5%, o que é aceitavel para o
procedimento. Pode-se observar também uma pequena variagdo na amplitude (Al)
dos sinais nos diferentes dias, o0 que pode ser considerado normal visto a escala
nanométrica de corrente em que se trabalha e também o fato do método ainda nao

estar otimizado.
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Figura 12. Comparacao entre a eficiéncia catalitica do MIP-MAA versus NIP1 em diferentes
datas (A e B) e com colunas contendo por¢cdes de material renovadas.
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Figura 13. Comparacao entre MIP-MAA e NIP1 (dia 12/12/2008). Condi¢des analiticas: H.O. 50
MM 0,9 mL min™, EP 500 umol L™ em agua, 120 uL amostra, potencial 0,0 V.
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Figura 14. Comparacao entre MIP-MAA e NIP1 (dia 04/03/2009). Condigoes analiticas: H.O, 50
MM 0,9 mL min™', EP 500 pumol L™ em agua, 120 uL amostra, potencial 0,0 V.

5.2.1 Comparagdo MIP-MAA e MIP-4VPy



Conforme citado anteriormente, a selecdo do monémero funcional que sera
utilizado deve ser criteriosa e racional, pois deve assegurar a existéncia de sua
interagdo quimica com o analito. Com o objetivo de demonstrar essa teoria foi
realizada a comparacao da atividade catalitica entre os MIP sintetizados utilizando
MAA e 4-VPy. A Figura 15 mostra o resultado obtido.
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Figura 15. Fiagrama comparativo entre o MIP-MAA e o MIP-4VPy. (H.O, 50 uM 0,9 mL min™, EP
500 umol L™ em agua, 120 pL amostra, potencial 0,0 V)

Pbde-se observar que a atividade catalitica obtida com o MIP-4VPy é
bastante inferior aquela observada quando da utilizacdo do MIP-MAA, o que
comprova a necessidade de se optar pela utilizacdo de monémero funcional que
tenha afinidade pelo analito. Sugere-se entédo, neste caso, que a interagao entre a 4-
VPy e a EP foi prejudicada pelo carater basico apresentado por ambos os
compostos, diferentemente do observado quando se utilizou o MAA, que é um
composto acido e teoricamente mais propenso a interagir com a EP. Este
comportamento também fortalece a teoria da impressdao molecular, que prevé a
organizacao prévia dos mondmeros na presencga do analito como fator fundamental
para a formacao de cavidades tridimensionais.

Diante dos resultados obtidos, ficou evidenciada a n&o necessidade de se

prosseguir os testes cataliticos com o MIP-4VPy.

5.3 Caracterizagao do material



5.3.1 Infravermelho

A analise do espectro de IR (Figura 16) demonstrou nao haver diferengas
significativas que indicassem a influéncia da impressdo molecular na estrutura
quimica dos materiais. Entretanto, algumas observagdes podem ser feitas.

Comparando-se com os espectros isolados das substancias precursoras,
sugere-se que as seguintes bandas, apresentadas pelos espectros do MIP e NIP,
sejam provenientes destes compostos: 2960 cm™ (EGDMA, estiramento CH de
ligagbes sp? e sp?), 2340 e 2365 cm™ (AIBN, estiramento C=N insaturado). Outras
bandas importantes na regido de 1700 (estiramento C=0), 1445 (deformacéao
assimétrica C-H) e 1160 cm™ (deformagcdo OH e estiramento CO) sdo comuns ao
MAA, hemina e EGDMA, e devido a concentragcdo bastante elevada deste ultimo
varias bandas da regidao de “fingerprint” referentes ao MAA e hemina podem estar
sendo suprimidas (SDBSWeb, 2009). A diferenca de maior expressao é observada
na porcentagem de transmiténcia (%T) da banda associada ao AIBN, o que pode
indicar a diferengca de consumo deste reagente nos dois processos de sintese,
sendo que neste caso aparentemente houve maior consumo na polimerizacido do
NIP1.

Outro fato importante foi a auséncia de bandas de absorc¢ao tipicas da
molécula de EP em 1420, 1496, 1588 e 2716 cm™, o que é outro indicativo de

sucesso no processo de remocao do “template”.
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Figura 16. Espectro de infravermelho do MIP-MAA e NIP1.

5.3.2 Termogravimetria (TG)



Para facilitar o acompanhamento desta discusséao dividiu-se os termogramas
em trés etapas, conforme demonstrado na Figura 17.

A principal diferengca observada no perfil de degradagdo dos polimeros
estudados esta vinculada a presenca ou ndo de hemina. No caso do NIP2, que nao
contém hemina, a curva de decomposigao apresenta basicamente dois pontos de
inflexdo, sendo que o primeiro inicia-se em torno de 60°C, e provavelmente
corresponde a liberagcdo de agua e possiveis solventes de baixo ponto de ebuligdo
adsorvidos nas particulas (LAMPE; SCHULTZE; ZYGALSKY, 2001). O segundo
ponto de inflexdo inicia-se ao redor de 220°C, sendo que a partir deste momento a
taxa de degradagédo permanece praticamente constante até o consumo quase total
(=98%) da amostra ao redor de 480°C. A partir desta temperatura observa-se
apenas uma pequena variagao de massa de aproximadamente 0,5% (2,0 2> 1,5%).
Lampe et al. (2001) sugere que este residuo seja composto por atomos de carbono
livres e hidrocarbonetos de alto peso molecular. Este comportamento sugere uma
composi¢cado quimica bastante homogénea do material, o que é condizente com os
reagentes utilizados e o tipo de sintese, que levam a formagdo de um homopolimero
(polimetacrilato) com grau de polimerizagao (tamanho de cadeias poliméricas)
semelhante para as diversas cadeias poliméricas da rede.

Em relagcdo aos resultados obtidos para o MIP-MAA e o NIP1 pode-se
observar um perfil de degradacéo distinto daquele observado para o NIP2. Na
primeira etapa de degradagao, que ocorre para todos até aproximadamente 150°C
as trés amostras apresentaram comportamento distinto, e podem ser comparados
de duas formas: (1) posi¢ao das inflexdes (°C) e (2) perda de massa ao final de uma

etapa de degradacao.
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Figura 17. Termogramas do MIP-MAA, NIP1 e NIP2.

Considerando-se estas metodologias, observa-se inicialmente que NIP1 e
NIP2 apresentam perfil semelhante para a primeira etapa, pois ambos possuem
apenas um ponto de inflexdo entre 30-150°C, o que nao ocorre para o MIP-MAA,
que apresenta perda de massa constante entre 30-45°C, onde ocorre a primeira
inflexdo. Neste momento a taxa de degradagao diminui e inicia-se uma nova rampa
de menor inclinacdo que permanece constante até aproximadamente 120°C.
Conforme descrito anteriormente, sugere-se que nesta primeira etapa ocorra a
liberacdo de agua e solventes para todos os materiais. Entretanto, o perfil distinto
entre MIP-MAA e NIP1 pode ser um indicativo de diferengas fisicas de tamanho de
particula entre estes, sendo que o MIP-MAA provavelmente possui uma distribuicdo
do tamanho de particulas maior, ou seja, € menos uniforme. Pode-se atribuir esta
diferenga a porosidade distinta existente entre os materiais, que influencia
diretamente no tamanho das particulas formadas no processo de moagem, ou seja,
quanto mais poroso o material maior a sua susceptibilidade a moagem mecéanica.

Aproximando-se da regido de 150°C os trés materiais retomam perfis

semelhantes e permanecem constantes até 220°C, onde novamente retomam perfis



distintos. Porém, outra observacdo deve ser feita em relacdo a primeira etapa
considerando-se a perda de massa de cada amostra, sendo elas de 7,5% para o
NIP2 e 13,5% para o MIP-MAA e NIP1. Logo, percebe-se que a presenga de hemina
no material proporciona a elevagdo na quantidade de substéncias adsorvidas na
superficie, principalmente agua. Esta constatagédo se faz bastante importante, pois é
mais um indicativo da compatibilidade do material com amostras aquosas.

Na segunda etapa novamente observa-se comportamento distintos para os
trés materiais. Pode-se dizer que o MIP-MAA e o NIP1 apresentam perfis
semelhantes, mas com diferengas nos pontos de inflexdo (°C). Ja o NIP2 apresenta
perfil distinto de ambos os materiais que contém hemina, conforme descrito
anteriormente.

Entre o MIP-MAA e o NIP1 duas observagdes podem ser feitas na segunda
etapa. A primeira € em relacdo a temperatura de inicio da primeira inflexao, que foi
de 229°C para o NIP1 e 242 °C para o MIP-MAA, ou seja, uma diferenca de 13°C. A
segunda ¢ relacionada a taxa de decomposigcao, que € maior para o MIP-MAA, que
apesar de iniciar o processo de decomposi¢cédo da segunda etapa 13°C apos o NIP1,
€ finalizado exatamente na mesma temperatura e com perda de massa idéntica
(450°C e 75,5% de massa). Ja a diferenca entre os polimeros contendo hemina e o
polimetacrilato nesta segunda etapa € a existéncia de duas rampas de inclinagdes
distintas tanto para o NIP1 e o MIP-MAA.

Diante do exposto para esta etapa de decomposi¢cdo sugere-se que a
formacdo de duas rampas no MIP-MAA e NIP1 é uma caracteristica tipica da
decomposicao da molécula de hemina, presente em ambos. Sugere-se também que
a diferenca de 13°C existente entre estes no inicio da decomposicdo é devido a
desorganizagao (heterogeneidade) das cadeias poliméricas formadas na auséncia
do “template” associada ao fato de ser um copolimero, diferentemente do
polimetacrilato que possui processo de polimerizagdo menos complexo por tratar-se
de um homopolimero.

Por fim a terceira etapa demonstra que o MIP-MAA e o NIP1 apresentam
menor perda de massa (=96,0%) ao final do processo (600°C) em relagdo ao NIP2
(=98,5%), o que provavelmente €& ocasionado pela presenga dos atomos de ferro

provenientes das moléculas de hemina.



5.3.3 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas através de MEV (Figura 18) ndo foram conclusivas para
a existéncia de diferengas superficiais entre o MIP-MAA e o NIP1 em ampliagédo de
10.000x. Maiores ampliagbes nao foram obtidas com sucesso para aprofundamento
do estudo. Ja na ampliacao de 200x, apesar de n&o haver valor estatistico por tratar-
se de uma regido amostral n&do representativa do todo, pode-se observar que o MIP-
MAA possui particulas de menor didametro em relacdo ao NIP1. Em relacdo ao NIP2
observou-se a existéncia de rugosidade na superficie do material e também a
presenca de particulas de didametro inferior aos demais materiais, o que
provavelmente € ocasionado pela menor quantidade de agua no material, tornando-

0 mais duro e consequentemente mais afetado pelo processo de moagem.
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Figura 18. Microscopia eletrénica de varredura do MIP-MAA, NIP1 e NIP2.

5.4 Otimizagcao do método analitico

Finalizados os testes iniciais e comprovada a atividade catalitica aumentada

do MIP, partiu-se para a etapa de otimizagdo da metodologia analitica com o intuito

de se obter o melhor valor a ser aplicado em cada parametro de analise e,



consequentemente, obter as condi¢cdes otimizadas do sistema. Em outras palavras,
o objetivo principal é obter sinais analiticos amplos e bem resolvidos.

O sistema FIA caracteriza-se pela insercdo de amostra em um sistema em
fluxo através da simples comutacao de canais e o respectivo alinhamento da al¢a de
amostragem previamente carregada neste fluxo. No momento que a amostra é
inserida na solugao carreadora rapidamente a zona de amostra sofre dispersdo. Em
um sistema convencional onde ndo ha presenca de colunas ou reatores solidos
entre o comutador e o detector, este percurso é feito totalmente em tubos de
didmetro interno unico, onde a alternativa para o aumento da formagao de produto é
ampliar o comprimento do percurso, 0 que proporciona maior tempo de reacao.
Neste cenario o fator limitante para a obtengao de sinais de amplitude elevada esta
relacionado com a velocidade de formagao dos produtos de reagao, pois uma vez
que nao haja tempo suficiente para que todo o analito contido na amostra seja
consumido e transformado em um produto detectavel, a amplitude do sinal nao
atingira o valor maximo possivel. Neste caso, os fatores que podem exercer
influéncia direta na amplitude do sinal sdo a vazédo do eluente, a concentragdo do
analito na amostra, o volume de solucdo amostra que sera inserido no sistema e o
tempo disponivel para que ocorra a reagao desejada antes da deteccao (entenda-se
comprimento do reator).

Portanto, considerando-se estes fatores relacionados ao sistema FIA
realizou-se a otimizagdo do método de forma univariada, sobre os seguintes
parametros: potencial aplicado no eletrodo de trabalho, concentragdo de H,O. no
carreador, vazdo, volume da amostra, pH da amostra, concentragcéo e tipo do
tampao da amostra. Além destes parametros foram testados também variagées no
pH da solugdo carreadora e uso de tampao na solugcdo carreadora. Dentre os
principais parametros que geralmente sao feitos, o Unico nao testado neste trabalho
foi o comprimento de reator, visto que se utiliza no sistema um reagente soélido
contido em uma minicoluna, e um dos objetivos € justamente diminuir o percurso da
amostra sem que haja redu¢cdo na amplitude do sinal, o que é indicativo da boa

atividade catalitica do MIP.

5.4.1 Potencial aplicado no eletrodo de trabalho



A otimizagao do potencial (V) que sera aplicado no eletrodo de trabalho é de
extrema importancia para a obtengdo de um método analitico mais seletivo, pois a
utilizacado de potenciais extremos (neste caso, potenciais muito negativos) é capaz
de magnificar a detecgdo do produto formado pela oxidagdo no MIP. Porém, a
quantidade de energia existente na interface eletrodo/solugéo é capaz de reduzir,
além do produto de oxidacdo da EP, outros produtos interferentes. Neste caso, o
sinal gerado pode ser devido a somatoria de processos redox simultaneos (Figura
19).

. Epinefrina (a) EP + Concomitante reduzindo

Corrente(A)

—

Tempo(s) Tempo(s)

(b)

Corrente(A)

Figura 19. Processos de interferéncia no sinal analitico da epinefrina provocado pelo uso de
potenciais extremos, sendo (a) o sinal obtido em amostra sem presenca de interferentes e (b)
na presencga de interferentes, onde ha somatéria de sinais.

Para esta otimizacdo foram feitas variagbes de 0,05 V (n=3) no intervalo
entre 0,00 e -0,50 V, obtendo-se o resultado apresentado na Figura 20. Nesta figura
fica evidenciada a ampliagao de sinal obtida com a variagado negativa do potencial
aplicado. Entretanto, optou-se por utilizar o potencial de 0,0 V, pois os sinais obtidos
nesta voltagem foram reprodutiveis (n=3, rsd = 6,8%) e ainda apresentam amplitude
suficiente para a realizagdo da analise. Embora o sinal seja menor,a utilizagado de
potenciais com baixo poder redutor contribui para o aumento da seletividade do
método, visto que substancias com potencial de reducao inferiores a 0,0 V nao serao

reduzidas e consequentemente nao serao detectadas.
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Figura 20. Otimizagao do potencial (V) que sera aplicado no eletrodo de trabalho nos testes
amperométricos. (H.0, 50 ymol L™, 0,9 mL min™, EP 500 umol L' em agua, 120 uL amostra)

5.4.2 Concentragéo de H,0. na solugdo carreadora

Como pdde ser observado no topico 5.1, a adigdo de H;O, na solugéo
carreadora proporciona incremento substancial na atividade catalitica do material,
pois € esta a condi¢cao basica para que haja a reativagdo de um sitio catalitico, uma
vez que cada molécula de hemina possui apenas um atomo de ferro, que por sua
vez é capaz de realizar a troca de um elétron por vez. Para ilustrar melhor esta
situagcdo, consideremos hipoteticamente que todas as moléculas de hemina
disponiveis para a catalise da reagédo estejam no estado oxidado (Fe**). Em seguida,
imaginemos que igual quantidade de moléculas de EP em estado reduzido seja
inserida no sistema e entre em contato com a hemina e sofram oxidagdo. O
resultado desta etapa é o igual numero de moléculas de hemina e EP
respectivamente reduzidas e oxidadas. Logo, caso seja feita nova insergdo de
amostra no sistema sem que as moléculas de hemina sejam re-oxidadas pelo H.0O,
estas nao estardo aptas a realizar nova reagao de oxidagédo, ou seja, o material
torna-se inativo.

Considerando as possiveis variagbes de amplitude de sinal

proporcionalmente a concentracdo de H,O, na solugcdo carreadora realizou-se 0



teste de otimizacdo deste parametro no intervalo entre 50-350 pmol L™, com

incrementos de 50 ymol L™, totalizando 7 niveis (n=3) (Figura 21).
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Figura 21. Otimizagao da concentragao de peréxido de hidrogénio no na solugao carreadora.
(vazdo 0,9 mL min-1, EP 500 pmol L™ em agua, 120 yL amostra, potencial 0,0 V)

O resultado obtido demonstrou que o aumento na concentragdo de H.O,
promove o aumento da amplitude do sinal analitico, ou seja, aumenta a atividade
catalitica do material. Esse aumento ocorreu de forma praticamente linear até a
concentragdo de 300 uymol L e permaneceu estatisticamente igual no proximo nivel
(350 ymol L™). Desta forma, adotou-se a concentragdo de 300 umol L' como sendo
otima para a realizagdo da analise, pois nesta concentracdo € possivel se obter o
maximo rendimento do MIP.

O fato da atividade catalitica permanecer estavel em concentragdes
superiores a 300 ymol L' estad relacionado com o numero de sitios cataliticos
presentes na porgao de MIP utilizada na coluna, pois nesta concentracdo de agente
oxidante todos estes sitios foram ativados, o que é traduzido na atividade maxima do
material. Por este motivo, incrementos na concentracido ndo fazem sentido, assim
como a leitura de amostras com concentracdo de EP superior a 500 uymol L™
também ndo o séo.

Uma alternativa para o aumento da capacidade oxidativa do sistema, ou
seja, permitir o aumento do limite superior da concentragdo da amostra, seria a

elevacado da quantidade de MIP na minicoluna, que foi de 30,0 mg. Porém, apds a



realizacao de testes com variagdo de massa de MIP verificou-se que o sistema nao
suportaria tal elevacdo devido ao aumento de pressdo interna da minicoluna,
ocasionando o rompimento das conexdes.

Outro fator que foi considerado é a baixa estabilidade quimica da hemina em
concentracbes elevadas de H;0O,, que pode resultar no rompimento dos anéis
planares da porfirina de forma irreversivel, o que reduziria a atividade catalitica do
material (CHENG; ZHANG,; LI, 2004 apud BROWN; DEAN; JONES, 1970; BROWN;
HATZIKONSTANTINOU; HERRIES, 1978; HATZIKONSTANTINOU; BROWN, 1978).

5.4.3 Vazéo

A influéncia da vazao utilizada no sistema FIA pode ser notada em dois
aspectos: (1) pressao interna do sistema e (2) largura da base do sinal. A pressao
do sistema deve ser mantida em tal nivel que nado provoque o rompimento de
conexdes, bem como vazamentos. Ja a largura da base do sinal ndo deve ser
grande, pois eleva o tempo de analise e reduz a frequéncia analitica. O aumento no
tempo de permanéncia da EP em contato com o MIP e o perdxido de hidrogénio
pode permitir a ocorréncia de outras reagdes com o produto da reagao principal,
podendo ocorrer assim a formacao de sub-produtos desconhecidos € que possam
interferir no sinal analitico. Logo, o sistema ideal deve possuir vazao suficiente para
proporcionar analise rapida e sem que haja vazamentos. Neste sentido, realizou-se
o teste com 5 niveis de vazdo (n=3) no intervalo entre 0,7 e 1,1 mL min™ medidos na
saida da coluna, ou seja, verificou-se o fluxo que chega ao eletrodo de trabalho e
nao somente a velocidade utilizada na bomba peristaltica sem a influéncia da
pressao do sistema.

Verificou-se nesse teste que somente na vazao de 0,7 mL min™ houve uma
variacao estatisticamente significativa (p<0,05) com ganho de sinal. Nas demais
vazdes nao houve diferenga estatisticamente significativa ao nivel de 95%.

Porém, apesar da vazdo de 0,7 mL min™ ter apresentado o sinal de maior
amplitude, a sua base também foi alargada (Figura 22), o que acaba sendo uma
desvantagem para o método pelas razdes citadas anteriormente. Ja os valores mais

altos (1,0 e 1,1 mL min™) elevaram consideravelmente a pressao interna do sistema,



com grande risco de vazamento. Portanto, adotou-se como valor 6timo a vaz&o de

0,9 mL min™.
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Figura 22. Fiagrama do processo de otimizagdo da vazdo do sistema FIA. (H.0O, 50 umol L™, EP
500 pmol L™ em agua, 120 L amostra, potencial 0,0 V)

5.4.4 Volume de amostra

Conforme citado anteriormente, o volume de amostra € um fator importante
para a obtencdo de sinais amplificados, pois €& diretamente proporcional a
quantidade (numero de mols) de analito que sera inserido no sistema. Para esta
analise foram utilizadas algas de amostragem de polietilieno (0,8 mm diametro
interno) de comprimento distinto, adotando-se volumes de 15 a 150 pL. A conversao
realizada entre comprimento da alca e o volume correspondente de amostra

obedeceu a seguinte relagéo: 1,0 cm = 5,0 L.
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Figura 23. Influéncia do volume de amostra na resposta analitica. Condi¢gdes analiticas: H.O:
50 pymol L 0,9 mL min™, EP 500 umol L™ em agua, 120 uL amostra, potencial 0,0 V.

O resultado obtido nesse teste demonstrou que o volume de amostra pouco
influencia na amplitude do sinal, sendo observada diferenca estatisticamente
significativa ao nivel de 95% apenas para a alga de 15 pyL que apresentou sinal de
menor amplitude em relagdo aos demais niveis (Figura 23). A explicagcdo para a
inexisténcia de diferencas entre os diferentes volumes de amostra esta relacionada
a presenga da minicoluna contendo o MIP no trajeto do sistema FIA, o que
diferentemente dos sistemas convencionais, permite a homogeneizagdo da amostra
com a solucdo carreadora, permitindo assim que a amostra tenha contato por
completo com o H,O,, resultando na diluicdo da mesma. Desta forma, o fator que
toma maior importdncia € a concentracdo da solugdo amostra, conforme sera
demonstrado mais adiante.

Entretanto, apesar de ndo haver diferengas estatisticamente significativas
entre os volumes de 30 até 180 L, adotou-se o volume de 120 uL por apresentar no
teste a maior amplitude de sinal.

5.4.5 pH da amostra



A utilizagdo de amostras tamponadas e com pH definido € de fundamental
importancia para a obtencdo de resultados confiaveis e reprodutiveis. Portanto, a
otimizagcdo deste parametro foi baseada nos resultados previamente encontrados
por Cheng; Zhang; Li (2004), o qual obteve sinais de melhor resposta no pH de 8,3.
Foi realizada também a leitura da solugdo branco para cada valor de pH para
posterior subtragdo da leitura da amostra. Diante deste valor optou-se por realizar a
otimizagdo com valores de pH ndo muito extremos (6,0, 7,0 e 8,0) por dois motivos:
(1) o uso de reagentes em excesso (HCI ou NaOH) para ajustar o pH em valores
extremos poderia provocar influéncia direta no processo de oxidagdo da EP e
suprimir a atividade catalitica do MIP, e (2) evitar uma possivel degradagao da
hemina. A concentragédo do tampao utilizado foi de 0,25 mmol L.

O resultado obtido é apresentado na Figura 24, ficando evidente que o

método € robusto para diferentes valores de pH (6,0 a 8,0).
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Figura 24. Influéncia do pH da amostra na resposta analitica. Condigoes analiticas: H.O, 500
pmol L™ 0,9 mL min™, EP 500 pmol L em agua, 120 pL amostra, potencial 0,0 V.

Quando feito o calculo da razdo entre a amplitude do sinal da amostra e do
branco obteve-se para a amostra em pH 8,0 o maior valor, ou seja, o sinal da
amostra foi 24,1 vezes maior que o sinal do branco. Realizando-se a analise
estatistica obteve-se que a média de amplitude de sinal neste pH foi
significativamente diferente dos valores de pH 6,0 e 7,0. Para esta analise estatistica
utilizou-se os valores obtidos através do seguinte calculo: Al da amostra — Al média
do branco para o respectivo pH. Desta forma, adotou-se o pH 8,0 como o valor étimo

para o sistema em estudo.



5.4.6 Variacdo de pH da solucdo carreadora e uso de tampdo na solugao

carreadora

Conforme citado anteriormente, estes paradmetros foram testados na
tentativa de adiciona-los ao processo de otimizagcdo do método, entretanto ndo se
obteve sucesso devido as respostas obtidas.

No caso da variacido do pH da solucéo carreadora deve-se considerar que o
ajuste de pH em agua sem tamponamento é extremamente dificil e instavel, ndo
podendo-se garantir a fidelidade do mesmo no momento da analise. Entretanto, nao
foi possivel também realizar o tamponamento da solugdo carreadora, pois foi
observada nesta situacdo uma forte supresséo do sinal analitico (Figura 25) mesmo
em concentracdes extremamente baixas de tampao trissHClI e KH:PO..
Comportamento semelhante foi observado por Cheng; Zang; Li (2004). Diante desta
situacdo optou-se por utilizar como solugdo carreadora apenas agua Milli-Q sem

nenhum tipo de ajuste de pH com adigao de H,O, na concentragcédo desejada.
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Figura 25. Comparacao entre a utilizagao de solucado carreadora tamponada e sem
tamponamento (H,O. 50 umol L™ 0,9 mL min™, EP 500 pmol L" em agua, 120 L amostra,
potencial 0,0 V).

5.4.7 Tipo de tampé&o



Na escolha do tipo de tampao foram utilizados sais que permitem o
tamponamento na faixa de pH 8,0, sendo eles o fosfato de potassio monobasico
(KH:PO,) e Tris-HCI ([tris(Hidroximetil)Jaminometano, HCI]), preparados na

concentragdo de 0,1 mmol L.
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Figura 26. Influéncia do tipo de tampao sobre a resposta analitica (H.0. 500 pmol L™ 0,9 mL
min”, 120 pL amostra, potencial 0,0 V).

O resultado desse teste (Figura 26) n&o demonstrou diferenga
estatisticamente significativa entre as médias de amplitude para os dois tipos de
tampao. Entretanto optou-se por dar prosseguimento nos testes utilizando o tampao

tris-HCI, conforme realizado por Cheng; Zhang; Li (2004).
5.4.8 Concentragao do tamp&o na amostra

Com o objetivo de verificar possiveis interferéncias do tampao tris-HCI na
amplitude do sinal analitico, conforme foi observado nos testes descritos nos tépicos
5.2.5 e 5.2.7, realizou-se um teste variando-se a concentracdo da solugdo branco

entre 0,1 mmol L' e 25,0 mmol L.
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Figura 27. Fiagrama do estudo de concentragido do tampao (H.O. 500 pmol L™ 0,9 mL min™, 120
ML amostra, potencial 0,0 V).

A Figura 27 mostra com clareza a geragao de sinal devido a concentragao
do tampao sendo constatado que a concentracdo de 0,1 mmol L' apresenta o menor
nivel de interferéncia. Sugere-se que o aumento de sinal apresentado por solugdes
de maior concentracdo seja gerado pela alteragcédo fisico-quimica provocada no
sistema, como alteracdo de viscosidade, coeficiente de particdo, alteragdes
hidrodindmicas, entre outros, pois ndo pode-se atribuir este sinal a mecanismos
redox no eletrodo, pois o tampao tris-HCI ndo € eletroativo, ou seja, nao pode ser

reduzido ou oxidado.

5.4.9 Resumo e aplicagdo dos parametros otimizados

A Tabela 5 demonstra todos os parametros otimizados e os respectivos
valores obtidos.

Tabela 5. Parametros otimizados e os respectivos valores encontrados.

Parametro Valor
Potencial (V) 0,0
Concentrag¢do de H,0, no carreador (umol L?) 300
Vazdo (mL min™) 0,9

Volume de amostra (pL) 120



pH da amostra 8,0
Concentrag¢ido do tamp3o da amostra (mmol L) 0,1
Tipo de tampao Tris HCI

Apods a finalizacdo da otimizacdo dos parametros que serdo utilizados na
execucao das analises, uma nova comparacao entre MIP-MAA e NIP1 foi realizada
utilizando-se estes parametros. A Figura 28 mostra o resultado obtido nesta
comparagao que mais uma vez comprova a atividade catalitica aumentada do MIP-
MAA, que apresentou amplitude de sinal 2,7 vezes maior que o NIP1, ou seja, apds
a otimizacdo do método a atividade catalitica do MIP-MAA foi ainda superior que a

do NIP1 submetido ao mesmo sistema.
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Figura 28. Comparacao da atividade catalitica entre MIP e NIP apds a otimizagao do método.

Entre os parametros otimizados pode-se atribuir o aumento da amplitude de
sinal em relacdo ao NIP1 principalmente devido ao aumento da concentracéo de
H,O. na solucéo carreadora para 300 umol L. A isto se atribui o maior nimero de
sitios cataliticos disponiveis no MIP-MAA em relacdo ao NIP1, pois ficou evidente
que desde que seja fornecido agente oxidante suficiente para ativar todos estes

sitios, o material ira apresentar sua atividade catalitica maxima.

5.5 Estudo de interferentes

Um dos principais trunfos dos polimeros com impressao molecular é
justamente a capacidade de reconhecimento adquirida no momento da sintese.

Otimos resultados tém sido obtidos para varios tipos de moléculas atingindo-se alto



potencial de seletividade. Portanto, foi realizado o estudo de interferentes que
possivelmente pudessem ser reconhecidos pelo MIP-MAA devido a composicao
quimica e semelhancga estrutural com a molécula de EP, podendo sofrer oxidagao e
gerar sinais analiticos interferentes. Foram testadas também algumas substancias
gue nao possuem semelhanca estrutural, porém sao bastante comuns em amostras
de diversos tipos e sao eletroativas, que € o caso do acido ascorbico.

O estudo foi realizado injetando-se separadamente diversos tipos de
substancia (Figura 29) em concentracdo semelhante a EP (500 umol L") e sob as

condi¢des otimizadas apresentadas no topico 5.2.9.
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Figura 29. Teste de interferentes realizado com diversas moléculas nas condigbes otimizadas
do sistema.

Conforme demonstrado na Tabela 6 o resultado foi bastante satisfatério para
as moléculas testadas, pois a maioria delas nao representou nivel de interferéncia
superior a 10% (fenol, acido ascorbico, metil-L-dopa, p-aminofenol e guaiacol).
Neste grupo de compostos, com excecdo do acido ascorbico, destaca-se a

semelhanga das moléculas com a EP ou mesmo parte dela. Em relagdo ao fenal,



além de possuir uma hidroxila ligada ao anel aromatico, também possui estrutura
molecular menor que a EP, o que poderia lhe proporcionar certa facilidade de
acesso ao sitio catalitico do MIP-MAA, o que ndo ocorreu. Merecem destaque
também a metil-L-dopa, que além de possuir geometria espacial semelhante a EP
também possui um anel aromatico contendo duas hidroxilas, e o p-aminofenol, que
possui uma hidroxila ligada ao anel aromatico e um atomo de nitrogénio na cadeia
lateral.

Por outro lado, as outras moléculas que foram testadas apresentaram
amplitude de sinal superior a 20%, porém em nenhum caso ultrapassou o0s 45%.
Foram elas o catecol e a L-dopa.

Observando-se os dados obtidos para o catecol (40,8%) e a L-dopa (44,9%),
foi possivel perceber duas caracteristicas marcantes que estas possuem e que
provavelmente estido associadas ao aumento da formagao de produto de oxidacéo.
Em relacdo ao catecol, pode-se dizer que ele € uma parte da molécula de EP, pois é
composto por duas hidroxilas ligadas a carbonos adjacentes de um anel aromatico e
sem cadeia lateral. E é neste cenario que observamos a primeira caracteristica
responsavel pela formagdo de produtos de oxidagdo. A segunda caracteristica
importante que foi observada na analise de L-dopa foi a presenga de um atomo de
nitrogénio na cadeia lateral, porém mais desprotegido estericamente do que o
encontrado na metil-L-dopa. Portanto, sugere-se que para uma determinada
molécula suplantar as dificuldades impostas pela impressao molecular e se encaixar
na cavidade por ela formada, sua estrutura deve nado apenas possuir tamanho e
composi¢ao quimica semelhantes, mas também a sua estrutura geométrica deve ser
a mais proxima possivel. Este € mais um indicativo da efetividade da impressao e da

existéncia de cavidades tridimensionais no MIP-MAA.

Tabela 6. Substancias utilizadas no teste de interferentes.

Estrutura . . o
Composto Molecular Amplitude de sinal (4WA) Resposta (%)
H,’ OH
HO e NHMe
Epinefrina 0,386 100

HO

L-Dopa 0,173 44,9
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0,029
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5.56.1 Dopamina



A dopamina (DP) (Figura 30) € uma catecolamina que possui estrutura
molecular muito semelhante a EP e atende aos requisitos descritos anteriormente,
ou seja, possui um anel aromatico com duas hidroxilas ligadas a carbonos
adjacentes e o atomo de nitrogénio estericamente mais desprotegido na cadeia
lateral. Desta forma ela se apresenta como um possivel interferente de grande

importancia frente a EP.

HO NH,
HO
Figura 30. Estrutura molecular da dopamina
H OH
HO z NHMe

HO

Figura 31. Estrutura molecular da epinefrina

Sendo assim, foi proposto um experimento no qual duas estratégias foram
utilizadas: (a) inje¢cdes sequenciais de dopamina utilizando NIP1 e MIP-MAA e (b)
injecdes intercaladas de EP-DP, em ambos os casos na concentragao de 500 umol
L.

No primeiro teste, utilizando o NIP1, observou-se que o material foi
realmente capaz de provocar oxidacdo da DP, conforme era esperado. Entretanto,
de acordo com a Figura 32 pbde-se verificar que o comportamento da DP frente ao
NIP1 é distinto daquele observado para a EP, pois a amplitude do sinal aumentava
conforme eram feitas insergbes sequenciais da amostra (DP) mantendo-se estavel
apos a terceira injecao. Ao final do fiagrama, entretanto, nota-se que apds a injecéao
de uma amostra de EP a amplitude do sinal retorna ao seu tamanho original para

este analito e assim permanece.
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Figura 32. Teste de seletividade do NIP para dopamina (H.0, 500 umol L 0,9 mL min™, analito
500 pmol L™ em agua, 120 yL amostra, potencial 0,0 V).

O mesmo teste foi realizado utilizando-se o MIP-MAA (Figura 33), e

novamente obteve-se comportamento semelhante, poréem em amplitude mais

elevada. O numero de injegdes necessarias para a estabilizacdo do sinal de DP em

um valor maximo foi maior, sendo atingido apenas na quinta amostra.
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Figura 33. Teste de seletividade do MIP para dopamina (H.O, 500 pmol L™ 0,9 mL min™, analito
500 pmol L™ em agua, 120 yL amostra, potencial 0,0 V).

Através desses resultados foi possivel concluir que o MIP-MAA é capaz de

catalisar a oxidagcdo da DP, apesar de esta nao ter sido utilizada como template,



mas sim devido a sua semelhanga com a EP nos aspectos estéricos e de
composi¢cao molecular, conforme descritos anteriormente. Como resultado
secundario, novamente ficou demonstrado a diferenga de amplitude de sinal
existente entre o MIP-MAA e o NIP1 e também o comportamento distinto, pois foram
necessarias mais injegdes de amostra para a estabilizacédo do sinal de DP quando
se utilizou o MIP-MAA.

Retiradas estas conclusbes pode-se sugerir que ambos os materiais sao
capazes de realizar a catalise, porém via mecanismos distintos. Como ja discutido
anteriormente a existéncia de sitios ndo-especificos é responsavel pela catalise do
NIP1, enquanto que no MIP-MAA o que ocorre € o0 sinergismo entre a catalise
realizada por sitios especificos e nao-especificos, o que culmina na ampliagdo do
sinal analitico.

Quanto ao comportamento observado de aumento do sinal referente a DP
apos injegcdes sequenciais, atribui-se a falta de reconhecimento molecular como sua
causadora, o que ocasionaria a possivel retengcao da DP em sitios ndo-especificos
por interagdes diversas com os componentes do material, € que seriam aos poucos
oxidados e liberados. Fato este que n&o ocorre com a EP, pois como é observado,
suas inje¢cdes sequenciais permanecem sempre com a mesma amplitude, o que
indica o funcionamento correto do mecanismo que foi planejado para o material, ou
seja, havendo a presenga de cavidade seletiva ativada (oxidada) a EP
imediatamente entra em contato com o grupo prostético, € oxidada e segue o fluxo.
Este resultado também indica que o MIP-MAA possivelmente possui melhores
parametros cinéticos para a EP do que para a DP, pois ambas as velocidade de
formagdo do complexo substrato-MIP (v1) e liberagcdo do MIP + Produto (v2) séo
maiores (Equacéo 1).

SUBSTRATO + MIP [ ﬁl — SUBSTRATO/MIP O ﬁlz — MIP + PRODUTO
Equacao 1. Representacido das etapas do mecanismo de reagédo enzimatica.

Outros dados que suportam esta teoria foram obtidos no teste (b), que

intercala a injegdo de amostras de EP e DP (Figura 34).
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Figura 34. Teste de seletividade para dopamina (H.0, 500 pmol L™ 0,9 mL min™, analito 500
pmol L™ em agua, 120 pL amostra, potencial 0,0 V).

Neste caso a sequéncia de inje¢cdes foi invertida, sendo iniciada com a
injecao de EP (3x) e pela intercalagao de DP-EP. Nota-se que a primeira injegéo de
DP possui a mesma amplitude dos sinais anteriores referentes a EP, indicando que
neste momento provavelmente todos os sitios ativos estavam aptos a realizar a
catélise, e que apenas parte da DP tenha ficado retida no material. Na sequéncia,
apos a injecao de uma amostra de EP o sinal obtido € amplificado em relagcao ao
normal para uma amostra de EP (500 pM), o que indica que provavelmente as
moléculas de DP que porventura tenham ficado retidas no material tenham sido
neste momento deslocadas pela EP, a qual possui maior afinidade com o sitios do
material. Este comportamento se mantém constante, e s6 desaparece no momento
que sado realizadas duas injecbes subsequentes de EP, que neste momento
restabelece a amplitude de sinal inicialmente observada para este analito e

permanece constante.



5.6 Determinagao das figuras de mérito do método analitico

Realizou-se por meio da construgdo de uma curva analitica de 5 niveis (n=3)
nas concentracdes de 10, 50, 100, 250 e 500 uM de EP utilizando o MIP-MAA como
reagente soélido catalitico (Figura 35), a determinagdo do coeficiente de correlagao

linear (r), os limites de quantificacdo (LQ) e detecgao (LD).
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Figura 35. Fiagrama obtido com EP no intervalo de concentragio entre 10 e 500 pmol L™ (H.O;
500 pmol L™ 0,9 mL min™, EP em agua, 120 uL amostra, potencial 0,0 V).

Os valores de amplitude de sinal obtidos na curva analitica foram
submetidos a analise de regressao linear (Figura 36), sendo determinados o
coeficiente de correlagdo linear (r=0,9926), e os valores do coeficiente angular da
reta (b=4,5586 x 10*) e do intercepto (a=0,02223). Por meio destes valores foi
possivel determinar o valor de LD (5,2 ymol L™ ou 0,95 mg L") e LQ (17,4 ymol L™

ou 3,19 mg L") utilizando as seguintes equacgdes:

LD:3x% (Eq.2) e nglox% (Eq. 3),



onde DPyranco corresponde ao desvio padrdo da amplitude da solugdo branco
(tampao tris-HCI 0,1 mmol L, pH 8,0) e b equivale a inclinagéo da reta.
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Figura 36. Regressao linear dos valores obtidos na curva analitica para EP (a=0,02223,
b=4,55855 x 10, r=0,99226)

Os dados obtidos permitem concluir que:
« O método apresentou linearidade satisfatoria para a faixa de
concentracao testada, o que foi demonstrado pelo valor de r > 0,99.
« A faixa linear apresentada permite a utilizacdo do método na
determinacao de EP nos produtos existentes no mercado, que variam
entre 5,0 e 1000,0 mg L.

5.7 Aplicagao em amostra

O método desenvolvido foi aplicado em amostra do produto farmacéutico
DRENALIN® Solugéo Injetavel de hemitartarato de epinefrina 1,0 mg mL”, lote
070053. Para a realizacdo da analise procedeu-se a diluicdo da amostra em 20

vezes utilizando solugédo tampéao tris-HCI pH 8,0, obtendo-se a concentragao tedrica



de 50,0 yg mL" ou 273,0 umol L'. Por meio da equagdo da reta obtida
(y=0,02223+0,00045586x) na calibragdo do método entre 10 e 500 umol L, foi

possivel determinar a concentragdo encontrada na amostra, conforme demonstrado

na Tabela 7.
Tabela 7. Determinagao da concentragcao de EP em amostra farmacéutica.
Variavel Valor
y (HA) 0,139
a 0,02223
b 0,00045586
X (Mumol L) 256,2
Desvio padrao 0,009963
Desvio padrao relativo (%) 7,0
Concentragao teérica (mg mL™) 1,0
Concentragio determinada (mg mL™) 0,94 (94%)
Especificacdao (USP, 2007) 90-115%
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Figura 37. Fiagrama obtido na aplicagao do método na determinacao da concentragao de EP
em solugao injetavel.

O resultado obtido demonstrou que o método pode ser utilizado na
determinagcdo da concentracdo de EP em produto farmacéutico dentro das

condi¢bes preconizadas pela farmacopéia.

5.8 Determinagao de parametros cinéticos



A determinacdo dos parametros de cinética enzimatica como constante de
Michaelis-Menten (K») e velocidade maxima (Vmax) s@o de fundamental importancia
para a avaliagdo da qualidade da atividade catalitica, pois é possivel quantificar o
potencial catalitico do material e desta forma realizar comparagdes com dados de
enzimas naturais.

O comportamento de uma reacédo enzimatica considerando-se a quantidade
de enzima (MIP) constante é caracterizado pela variagcdo da velocidade inicial da
reacgao (Vo) conforme a concentragdo de substrato [S]. No inicio da reagdo, quando
[S] é baixa, pequenos incrementos de substrato provocam aumento de V, de forma
praticamente linear. Apds certa concentracdo do substrato, no entanto, o aumento
de V, fica dificultado, até o momento que nao sofrera mais alteragbes mesmo que se
aumente a [S] (LINEWEAVER; BURK, 1934). Este comportamento caracteristico de
reagdes enzimaticas €& também conhecido como perfil Michaelis-Menten
(MICHAELIS; MENTEN, 1913), e fornece informagdes acerca da afinidade entre a
enzima e o substrato, bem como a velocidade da reacgao.

Entretanto, a determinac&do quantitativa destes parametros ndo é simples e
necessita da utilizacdo de ferramentas matematicas que sao capazes de fornecer
valores estimados, porém suficientemente proximos do real, uma vez que a
determinacao absoluta € impossivel devido ao perfil hiperbdlico apresentado pela
relacdo V./[S] em reagdes enzimaticas, o que torna a curva assintotica, ou seja,
estende-se de - infinito a + infinito, sem nunca tocar o eixo horizontal, e portanto a
funcao de x jamais se anula (ANTON; BIVENS; DAVIS, 2005).

Dentre as alternativas possiveis para a determinacdo do K, e do V. por
meio de manipulagdo matematica dos dados, a aplicagcdo da linearizagdo da
equacado de Michaelis-Menten pela equacao de Lineweaver-Burk € uma das mais
utilizadas em métodos enzimaticos. Neste modelo, a transformacdo matematica
aplicada sobre a equacgao de Michaelis-Menten é em funcao de 1/V, e 1/[S], logo:

Vmax[S] 1 1, Km 1

=——— 0 —= —-, onde
Ky + [S] oo Vmax Vmax [S]

= a (coeficiente linear ou intercepto) , €
V max

Km

= b (coeficiente angular)
Vmax

Porém, a aplicagdo da equagado de Lineweaver-Burk exige um tratamento

prévio dos dados analiticos, de tal modo a se obter uma relagéo entre a amplitude



do sinal obtido e o seu respectivo valor de V,, ou seja, deve-se estabelecer uma
relacdo entre a amplitude do sinal analitico e a concentracdo de substrato. Para
tanto, foi construido o grafico demonstrado na Figura 38, o qual relaciona a
proporcionalidade entre a [S] e a densidade de corrente do sinal analitico (j=Al/area
do eletrodo), considerando este ultimo fator como representativo da velocidade de

reacgao, ou seja, Vo. Logo, V, equivale ao valor de j para cada concentragao de EP.
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Figura 38. Efeito da concentragao de substrato sobre a densidade de corrente.

Deste modo, realizando-se as devidas substituicbes das incognitas da
equacao temos:
1 1 K 1
—: + —n = y=atbx
J Vmax  Vmax [£P]
Por fim, foi construido o grafico apresentado na Figura 39, o qual permite por

meio da regressao linear entre seus pontos, a obtengdo dos valores de a e b, 0s
quais sado posteriormente utilizados para a obtencdo dos valores de Vi € Kn

respectivamente, como sera mostrado adiante.
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Figura 39. Grafico de Lineweaver burk para determinagao de K, € Viax-

Foi obtida por meio da regressao linear a seguinte equacéao da reta:

Y = 1,0069 + 730,6955.X , que pode ser convertida em

1 1
— = 1,0069 + 730,6955— nportanto
Vo (s1°P

1

= 1,00690 Vimax= 09931 A em™2 , e
V max ’

K -
Mm_ - 730,69550 Km = 730,6955% 0,9931= 725,65 umol L 1
max

Estes dados indicam que a atividade catalitica do material € inferior a de
uma enzima natural (K»=1,5 ymol L' para compostos fendlicos) (SANTOS et al.,
2009a), pois o valor bastante superior de K, (725, 65 umol L") em relagdo a enzima
natural indica menor afinidade pelo substrato, ou seja, o MIP n&o é capaz de realizar
a catalise da EP em quantidade detectavel em concentragdes muito baixas de
substrato, e o baixo valor de V. indica que a velocidade da reacgao € lenta, ou seja,
a velocidade de formacdo do complexo ES e da liberacdo de produto ndo é
consideravelmente alta, o que torna a taxa de conversao do substrato em produto
baixa.

Entretanto, apesar destas caracteristicas, a utilizacdo dos MIP com atividade
catalitica pode e deve ser bastante explorada devido ao seu alto poder de

reconhecimento molecular e resisténcia em condigdes fisico-quimica adversas, que



é traduzido em alta estabilidade do material durante longo periodo de tempo, seja
estocado ou em uso. Outro fator vantajoso na utilizagdo dos MIP em detrimento as
enzimas naturais esta relacionado ao seu custo inferior e também a possibilidade de

sintese in loco.



6 CONCLUSAO

Considerando-se os dados obtidos foi possivel concluir que a impressao
molecular foi efetiva e determinante no aumento da atividade catalitica do MIP frente
ao NIP. Observou-se também que este comportamento s6 é apresentado quando se
utiliza o monémero funcional apropriado, que seja capaz de interagir com o
“template” antes da reacao de polimerizacéao.

Sugere-se também que o material possui seletividade para a molécula de
EP, e que esta é devida a presenca de cavidades tridimensionais que possuem
afinidade quimica e sao estericamente complementares a mesma.

A caracterizagdo fisica do material permitiu concluir a existéncia de
diferengas morfolégicas entre o MIP e NIP, principalmente na analise de TG, a qual
demonstrou a diferenca entre os perfis de decomposicao destes materiais.

Em relacdo a otimizacdo do método, péde-se concluir que os fatores que
exercem maior influencia sobre a amplitude do sinal analitico sdo a concentracao de
H.O. na solugcdo carreadora e o potencial aplicado no eletrodo de trabalho.
Constatou-se também que o tamponamento da solugao carreadora suprime o sinal
analitico.

Por meio do estudo de interferentes foi possivel verificar a existéncia de
relagdo entre os mecanismos de reconhecimento molecular apresentados pelo MIP
e relaciona-los a estrutura e composi¢ao das moléculas testadas. A utilizagcdo de DP
como interferente reforcou a hipotese de que a impressdao molecular é efetiva e

extremamente responsiva as caracteristicas do analito “template”.
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