MARCELO LUIZ QUINT

CATALISADORES PARA ESTERIFICACAO E
TRANSESTERIFICAGAO E MODIFICACOES DE ELETRODOS
DE PASTA DE CARBONO PARA DETECCAO DE FOSFATOS
BASEADOS NA TECNICA DE MOLECULAR IMPRINTING

Tese apresentada como requisito
parcial para a obtencdo do grau de
Doutor em Quimica. Programa de
Pds-Graduagdo em  Quimica,
Departamento de Quimica, Centro
de Ciéncias Fisicas e Matematicas,
Universidade Federal de Santa
Catarina, sob orientagdo do
Professor Doutor Josiel Barbosa
Domingos.

Floriandpolis
2014






Marcelo Luiz Quint

CATALISADORES PARA ESTERIFICACAO E
TRANSESTERIFICACAO E MODIFICACOES DE ELETRODO
DE PASTA DE CARBONO PARA DETECCAO DE FOSFATOS

BASEADOS NA TECNICA DE MOLECULAR IMPRINTING

Esta tese foi julgada e aprdvada para a obtengdo do titulo de Doutor em
Quimica no Programa de Pés-Graduagio em Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina

Floriandpolis, 1¥.de outubro de 2014,

Prof. DY. Hugo Gallardo
Coordenador do Programa

: 9 BANCA EXAMINADORA _/ /

Pro%})sic Barbosa Domingos Prof. 'Eﬁferson Meyer
rientador (UFSC - Relator (UEM — Maringd)

Floriandpolis)

Lownoprn VAl —
Profa. Dra. Luciana de Boer P. de Profa. Dra. Vefa L. A. Frescura
Souza Bascuian (UFSC - Floriandpolis)

(UEPG — Ponta Grossa)

R
Prof. Dr. V ei Gdageiro Prof. Dr/Luiz Al. dos Santos

Machado (UFSC — Floriandpolis)  Madureira (UFSC - Florianopolis)

Florian6polis, 2014






“.. Sou um homem, me engano por
gue sou homem. N&o se chega a lugar
nenhum sem nos enganarmos pelo
menos quatorze vezes, talvez cento e
quatorze, e isso é até uma honra. Mas
nunca nos enganamos de modo geral.
Um erro original vale muito mais que
uma verdade banal ...”

Rodién Romanovitch Raskélnikov em
Ipecmynnénue u naxasanue (Crime e
Castigo).

Fiédor Mikhailovich Dostoiévski,
1866






AGRADECIMENTOS

Ao Professor Doutor Josiel Barbosa Domingos pela orientacéo;

Ao Professor Doutor Antdnio Carlos Joussef pela orientagdo
informal;

Ao colega Deonildo Faggion Janior pelas analises de
microscopia eletronica de varredura;

Ao colega Luis Felipe Costa Silva, aluno da Professora Doutora
Elenara Lemos-Senna pelas analises de tamanho de particulas;

Ao Professor Doutor Gustavo Amadeu Micke e suas alunas
Jaqueline Pereira Vistuba e Maressa Danielli Dolzan pelas analises de
eletroforese capilar;

Ao Professor Doutor Bruno Szpoganicz e seu aluno Thiago
Guimardes Costa pelas analises de titulacdo potenciométrica;

Ao Professor Doutor Almir Spinelli e seu aluno Fernando
Santos de Souza pela confecgéo de eletrodos e medidas eletroquimicas;

Aos funcionarios da Central de Analises, do Departamento de
Quimica e do Programa de P6s-graduagdo em Quimica;

Aos professores que compdem a banca examinadora pela
disposicao de seu tempo para andlise e avaliacdo desta Tese;

Agradecimentos especiais aos meus familiares.






RESUMO

Esta tese objetivou o desenvolvimento de catalisadores para as
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo bem como eletrodos
sensiveis a fosfatos, ambos por intermédio da técnica de impressdo
molecular. Para o desenvolvimento de eletrodos planejou-se e preparou-
se uma série de sensores para o grupo fosfato utilizando-se a técnica de
impressdo molecular baseada em interagdes ndo covalentes entre o
modelo fosfato de dipentila com o mondémero funcional &cido
metacrilico. Utilizou-se a técnica eletroquimica de voltametria de onda
guadrada com eletrodos de pasta de carbono modificados para a
detecgdo especifica de fosfatos. Conseguiu-se linearidade em curvas de
calibragdo na faixa entre 20 e 300 nmol L. Alcangou-se o limite de
deteccdo de 8,82 nmol L. Nio se detectou a presenca dos fons
carbonato, sulfato e nitrato quando utilizados em concentragdes 100
vezes maiores que as de trabalho. Demonstrou-se seletividade a fosfatos
de dialquila com cadeias menores ou iguais as do modelo utilizado.
Esses polimeros ndo apresentaram atividade catalitica para as reagdes
testadas. Fez-se o planejamento de catalisadores baseados na interagéo
entre 0 modelo fosfato de dibutila e combina¢Ges dos mondémeros
funcionais &cidos acrilico e metacrilico, 1-vinilimidazol e metacrilato de
2-hidroxietila na tentativa de mimetizar a triade catalitica de lipases. Os
polimeros resultantes ndo apresentaram atividade catalitica frente as
reacOes testadas. Apesar de ndo resultar em materiais cataliticos com o
modelo fosfato de dipentila, evidenciou-se sucesso na impressao
molecular, dada a alta seletividade apresentada nas técnicas
eletroquimicas estudadas. Ja a impressdo com fosfato de dibutila
mimetizando a triade catalitica da lipase ndo pdde ser evidenciada pelos
estudos de catalise. Esses materiais atualmente sdo objetos de estudos
eletroquimicos para a comprovacdo do éxito na impressdo molecular,
bem como para o desenvolvimento de sensores de pasta de carbono
modificados para a detecgdo e quantificacdo de fosfatos de dialquila
com cadeias de até trés tomos de carbono. Os materiais resultantes
desta tese podem futuramente ser utilizados em outras aplicacfes de
polimeros impressos molecularmente, como fases fixas de técnicas
cromatogréficas.

Palavras-chave: molecular imprinting, eletrodo de pasta de carbono,
determinacao de fosfato.






ABSTRACT

This thesis have aimed the development of esterification and
transesterification catalysts as well as the development of phosphate
sensors by the use of molecular imprinting. A series of size-selective
polymeric sensors for the phosphate group were designed and
synthesized using the molecularly imprinted polymer (MIP) technique
based upon the non-covalent interactions of the template dipentyl
phosphate with the functional monomer methacrylic acid.
Electrochemical detection, performed by square wave voltammetry
(SWV) with a modified carbon paste electrode (CPE), showed very low-
range specific detection of phosphate molecules. Calibration curves
were plotted within a linear range of 20 to 300 nmol L™ for all modified
CPEs, with the lowest detection limit (DL) determined as 8.82 nmol L™.
Inorganic interfering agents, such as carbonate, nitrate and sulfate ions,
were analyzed and no signal disturbance was observed for relative
concentrations 100 times higher. Furthermore, the modified electrodes
also showed good selectivity for phosphate molecules containing alkyl
chains with up to five carbon atoms. These selectivity studies showed
that imprinted sites were successfully synthesized and only structures
that are equal to or smaller than those of the template molecule are
selected by maximizing intermolecular interactions within the MIP
binding site. Moreover, the sensors presented good stability, maintaining
the same selectivity for several months. Although the great success in
electrochemical activities, these polymers do not showed any catalytic
activity for the esterification reactions. It was planned other catalysts
based on molecularly imprinted polymer technique based upon the non-
covalent interactions of the template dibutyl phosphate with
combination of the functional monomers methacrylic acid, acrylic acid,
1-vinylimidazole and 2-hydroxyethyl methacrylate in attempt to mimic
lipases catalytic triad. These polymers also do not present catalytic
activity. These materials are subjects of electrochemical studies for
detection and quantification of dialkyl phosphates with alkyl chains up
to 3 carbons. The materials produced in this thesis would be used in
other MIP applications, as stationary phases of chromatographic
technics.

Keywords: molecular imprinting, carbon paste electrode, phosphate
determination.
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1 INTRODUCAO

Embora a utilizagdo de 6leos de origem natural como materiais

combustiveis e lubrificantes remonte a antiguidade, somente nas Gltimas
décadas a crescente preocupacdo com aspectos econdmico-ambientais
renovou o interesse no uso de Oleos naturais com propdésitos nédo-
comestiveis.?) A utilizacéo de derivados com alto valor agregado, como
combustiveis, lubrificantes e cosméticos, entre outros, demanda cada
vez mais a necessidade de aprimoramento da eficiéncia das reacdes
envolvidas no preparo desses produtos, dentre elas principalmente as
reacdes de esterificacdo e transesterificacdo. A principal estratégia
utilizada pelas industrias para melhorar a eficiéncia de tais reacdes é a
utilizacdo de catalisadores. Contudo os catalisadores atuais mais
eficientes apresentam sérios inconvenientes técnicos, como corrosdo de
equipamentos (no caso do uso de catalisadores acidos homogéneos) e
formacéo de espuma por saponificacdo (no caso do uso de catalisadores
basicos homogéneos). Nesse sentido, o desenvolvimento de novos
catalisadores é de fundamental importancia para aumentar a eficiéncia
de tais reac0es.
Com isso, nas Ultimas décadas o interesse académico no
desenvolvimento de catalisadores para as reagdes de esterificagdo e
transesterificagdo aumentou substancialmente, como pode ser observado
na Figura 1. Nesses trabalhos, diversas sdo as metodologias e o0s tipos
de catalisadores empregados, mas poucos demonstram capacidade de
aliar eficiéncia, seletividade, reciclabilidade e estabilidade térmica em
um dnico sistema. E a partir dessa motivacio que este trabalho se
concentra no desenvolvimento de novos catalisadores para as reacGes de
esterificacdo e transesterificagdo, baseando-se na estratégia de utilizar a
técnica de impressdo molecular. Essa técnica tem por diferencial a
construcdo de sitios ativos especificos e complementares a uma
determinada reacdo de interesse, proporcionando uma catélise altamente
eficiente e seletiva, associada com a capacidade de recuperacdo através
da estrutura polimérica. Apesar do aumento expressivo da utilizacdo
dessa técnica nas mais diversas aplicacdes, pouco se tem utilizado nas
reacdes de esterificacdo e transesterificacdo (Figura 2). Esse quadro
demonstra que o emprego da técnica de impressdo molecular para obter
catélise em reacOes de esterificacdo e reacfes semelhantes é um campo
inovador de pesquisa na area de producdo de biocombustiveis e
biolubrificantes.
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Figura 1 Publicacdes encontradas pela ferramenta SciFinder (CAS)
com os conceitos “esterification and catalyst” e “transesterification and
catalyst”
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Figura 2 Publicacbes encontradas pela ferramenta SciFinder (CAS)
com os termos “molecular imprinting 7, “esterification and molecular
imprinting” e “transesterification and molecular imprinting ”
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Paralelamente ao emprego de polimeros impressos
molecularmente (MIPs) como catalisadores de rea¢Bes quimicas, outra
importante aplicacdo para esse tipo de material é a modificacdo de
eletrodos para torna-los seletivamente sensiveis a determinada molécula
ou grupo de moléculas.’) Por serem materiais insolGveis sdo
particularmente propicios a serem utilizados como modificadores de
eletrodos de pasta de carbono, onde um composito insoltvel é formado
pela mistura de grafite e 6leo mineral. O uso de MIPs na modificacdo de
eletrodos em geral é um alvo de pesquisa que tem crescido nos dltimos
anos, porém nao tem acompanhado o grande aumento no interesse por
impressdo molecular (Figura 3). Essa constatacdo evidencia a
importancia do estudo de novos empregos de MIPs para a modificacdo
de eletrodos de pasta de carbono com fins analiticos.

700

M "molecularly imprinted polymer"

600 L1"molecularly imprinted polymer" and "electrode”

Numero de publicagdes (UD)
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Figura 3 Publicacbes encontradas pela ferramenta SciFinder (CAS)
com 0s termos “molecularly imprinted polymer” e “molecularly
imprinted polymer and electrode ”



28



29

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 REACOES DE ESTERIFICACAO E TRANSESTERIFICACAO

Dentre as reacOes de formacdo de éster, temos a reacdo entre
um &cido carboxilico e um alcool, comumente chamada de reacdo de
esterificacdo (Esquema 1 a). Trata-se de uma reacdo em equilibrio e
para deslocar esse para a formagdo dos produtos, tem-se que utilizar
excesso de algum reagente, ou promover a retirada de um dos produtos
constantemente, além da utilizacdo de um catalisador. Outra reacdo de
grande importancia é a reacdo entre um éster e um alcool para a
formacdo de um novo éster e alcool, conhecida como transesterificacao
(Esquema 1 b). Essa, assim como a esterificacdo, também é uma reagdo
de equilibrio e requer os mesmos procedimentos para que se tenha um
rendimento favoravel de produtos, além de problemas adicionais da
formagéo de diferentes fases ap6s a reagdo.®

As reacbes de esterificacdo e transesterificacdo® (Esquema 1)
de 4&cidos carboxilicos sdo importantes ferramentas sintéticas na
obtencdo de ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos, principais
componentes de biocombustiveis e biolubrificantes, entre outras
diversas aplicacdes.®

)OJ\ 0 Lt )OL H0
. + HO-R' R S )
) R” ~OH R™ ~O°
0 Cat. @)
b) + HO-R" _— + HO-R'
R —_— R
B A

Esquema 1 ReacGes de esterificacdo (a) e transesterificacdo (b) de
acidos carboxilicos
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2.1.1 CATALISE EM REACOES DE ESTERIFICACAO E
TRANSESTERIFICACAQ

A reacdo de esterificagdo de &cidos carboxilicos com alcoois
necessita, para fins praticos, de catalise ou outro método de aceleracao.
Por exemplo, Diaz et al., estudando novos catalisadores, acompanharam
a esterificacdo de acido oléico a 100 °C e 4cido laurico a 90 °C com
glicerol (proporcédo 1:1), como reacdo controle, e obtiveram rendimentos
menores que 5%, mesmo ap6s 24 h de reacdo.®

A reacdo ndo catalisada de transesterificacdo de triacilglicerdis
também requer condicbes especiais de temperatura e pressdo para a
obtengdo de rendimentos satisfatorios. Ozbay et al., por exemplo,
estudando resinas de troca ibnica na transesterificacdo de 6leo residual
de fritura com metanol, obtiveram, com a reacdo ndo catalisada a 60 °C,
rendimentos de apenas 2,5% em 180 min de reacdo.”” Ja Saka e
Kusdiana empregaram metanol supercritico com temperaturas de até
400 °C e pressOes entre 45 e 65 MPa para conseguirem rendimentos
equivalentes ao método de catalise alcalina homogénea com hidréxido
de sédio a 60 °C e pressdo ambiente.®

Estudos para acelerar a producdo de ésteres, quer por
transesterificacdo ou esterificacdo, incluem a utilizacdo de catalise
homogénea e heterogénea, podendo ser ainda bésica ou acida.”) Essas
reacGes também podem ser aceleradas através de catalise enzimatica,*®
ou ainda catalise enzimatica em fluidos supercriticos.™ A catélise 4cida
homogénea apresenta como desvantagem a Possibilidade de corrosdo
dos equipamentos utilizados industrialmente,*® enquanto que a catalise
homogénea basica tem como desvantagem a formacdo de sabdo quando
a matéria prima utilizada possui acidos carboxilicos livres.”’

2.1.1.1 CATALISE HOMOGENEA PARA  ESTERIFICACAO E
TRANSESTERIFICAGAO

A catalise homogénea para reagdes de esterificacdo e
transesterificago compreende, entre outros métodos, catalise
enzimatica, utilizacdo de agentes de condensacdo, catalise basica
(Esquema 2 a) com hidroxidos de metais alcalinos, principalmente
hidréxido de sodio e catélise acida (Esquema 2 b), com &cidos de
brgnsted ou de Lewis.®) Exemplos de catélise com lipase podem ser
encontrados na literatura.*? Akoh et al. revisaram a abordagem
enzimética para a producdo de biodiesel™ enquanto Carrea et al.
elaboraram revisdo sobre catalise enzimatica em esterificacdo e
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transesterificacio em solventes organicos.*” Os agentes de condensacio
sdo compostos que promovem a ativacdo da carbonila do é&cido
carboxilico. Destacam-se, entre outros, diciclohexilcarbodiimida (DCC)
gue pode ser usada a temperatura ambiente e com &lcoois terciarios®* e
DMT-MM e analogos™® que podem ser utilizados na presenca de
agua.

Atualmente a maioria do biodiesel produzido provém da
transesterificacdo de triacilglicer6is com metanol na presenca de
hidréxido de sédio ou de potassio, a uma temperatura entre 60-80 °C,*"
porém, em Oleos com elevada acidez (concentracdo de acidos graxos
livres > 0,5%), 0 método de catélise basica ndo é indicado, pela reagdo
concorrente de saponificacdo dos &cidos graxos (Esquema 3). Esse tipo
de matéria prima requer a esterificacdo desses acidos para posterior
transesterificagdo do trlacngllcerol e dos ésteres provindos da
esterificacéo dos 4cidos.®

HO-R" + B E S 6_R" + BH*
0
o _
% aw — eka
o R'/o -
0)
a) 0
/‘VO ES R" + O-R'
o L
R
.
o-r + o HO-R' + B
o) H* (6H OH
R’ o R’
R)J\O/ R)J\o’R R)\O
b)
OH -H'/ROH O
+ R + HO-R" o\ .
R o R )i/ R oo R

Esquema 2 Mecanismo de catalise basma (a) e 4cida (b) para a reacdo
de transesterificacao™®
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0] O

)J\ +  NaOH )J\ + H,0

R™ "OH R” "ONa
Esquema 3 Representacdo da reacdo de saponificacdo de acidos
carboxilicos

2.1.1.2 CATALISE HETEROGENEA PARA  ESTERIFICAGAO E
TRANSESTERIFICACAQ

Estudos de catalise heterogénea para producdo de biodiesel
compreendem a utilizacdo de bases (6xidos, hidroxidos, carbonatos e
alcéxidos de metais alcalinos) em metanol sob refluxo, em estado
supercritico ou sob radiacdo de micro-ondas, zedlitas basicas e acidos,
incluindo Amberlyst® 15 (resina de Aacido poliestirenosulfonico),
zirconia sulfatada, Nafion® NR50 (resina de acidos sulfonicos de
alcanos  perfluorados), zircénia tungstenada, 4acido fosfdrico
imobilizado, zedlita 4, e zedlita ETS-10 (H).*"**2 Embora haja varios
estudos empregando 6xidos de metais alcalino-terrosos e de metais de
transicdo imobilizados em suportes sélidos, como alumina, 6xido de
zinco, silicatos e 6xido de zirconio como catalisadores para a reagdo de
transesterificacdo, a maioria desses processos emprega grande gasto de
energia, seja na preparagdo do catalisador, seja no emprego do
mesmo.®

Encontram-se ainda, na literatura, catalisadores néo
convencionais, como o desenvolvido por pesquisadores japoneses a
partir da carbonizacdo incompleta de aclcares seguida de sulfonacéo,
utilizado para esterificacdo de acidos graxos, onde se obteve
desempenho superior aos catalisadores sélidos &cidos convencionais.

Outra classe de catalisadores heterogéneos desenvolvida, mas
pouco explorada para esterificacdo e transeterificacdo, baseia-se na
técnica conhecida por impressao molecular, que se inspira nos processos
guimicos naturais e mimetiza o sitio ativo de uma enzima.
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2.2 IMPRESSAO MOLECULAR

Nesse método, desenvolve-se uma rede polimérica com forma e
funcionalidade complementares a uma determinada molécula,
denominada modelo (M), resultando no preparo de um material que tem
afinidade preferencial de ligacdo a molécula a qual serviu de modelo.
Esse material é comumente denominado de polimero impresso
molecularmente (MIP) e pode-se encontrar na literatura um grande
numero de artigos de revisdo que abordam o método de preparo e
utilizacbes tecnologicas de
MIPS,  (23-45)

Basicamente, comeca-se 0 processo com 0 posicionamento
do(s) mondmero(s) funcional(is) (MF) em torno da molécula a ser
moldada (M). Os mondmeros (geralmente vinilicos) interagem com o
modelo por meio de interacdes que podem ser covalentes reversiveis ou
ndo covalentes para formar uma nova molécula ou um complexo. Os
mondmeros sdo posteriormente polimerizados na presenca de moléculas
chamadas de reticuladores (XL), que formam a massa principal do
polimero e formam redes tridimensionais em torno do modelo de forma
a fixar a posicdo dos grupos funcionais, responsaveis pelas interacoes
com o modelo, no espaco. Extrai-se 0 modelo, deixando o polimero com
cavidades contendo grupos funcionais capazes de realizar o
reconhecimento espacial da molécula modelo e/ou de isésteros (Figura
4 e Esquema 4). O material resultante sera aqui chamado de MIP ou
receptor e a molécula que eventualmente se ligue ao sitio formado sera
chamada de substrato. Paralelamente ao preparo de um MIP, é
necessaria a preparacdo de um polimero ndo impresso molecularmente,
chamado NIP, que é preparado exatamente como o MIP, porém sem a
presenga da molécula modelo. Um NIP é preparado para se verificar a
presenca de sitios de ligacdo do substrato que sejam formados pela
organizagdo dos mondmeros funcionais em torno do modelo. Pode ser
considerado um controle negativo ou “branco”.

Os MIPs podem atuar como catalisadores pela diminuicdo da
barreira de energia de ativacdo do estado de transi¢cdo da reacdo a ser
catalisada. Essa diminuicdo da energia de ativacdo é supostamente
conseguida pela presenca de grupos funcionais estrategicamente
posicionados tridimensionalmente no sitio de reconhecimento molecular
a semelhanca do que acontece no sitio ativo de uma enzima.“%*®
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XL, IR, POR
Aouv

Esquema 4 Preparacdo de MIP por polimerizagdo radicalar, onde M =

Modelo; MF = mondmero funcional; XL = reticulador; IR = iniciador

radicalar; POR = solvente (porogénio); A = aquecimento; v = radiacdo

ultravioleta.

M+ MF MIP

2.2.1 ETAPAS NO PREPARO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS

2.2.1.1 ESCOLHA DO MODELO E DOS MONOMEROS FUNCIONAIS (ETAPA
DE PRE-POLIMERIZAGCAO)

O desenvolvimento de um MIP comeca com a escolha da
molécula modelo, cuja forma e funcionalidade complementar serdo
“memorizadas” pelo polimero resultante. Essa escolha depende do
objetivo do material a ser desenvolvido. Quando se quer produzir uma
fase estaciondria cromatografica, ou um material para concentrar
determinada molécula, a propria molécula a ser separada ou concentrada
geralmente é utilizada como modelo,“**® ja quando o objetivo é obter
uma “enzima artificial”, pode-se modelar substratos,*? analogos
estruturais estaveis do estado de transicdo (AET),®**" ou até mesmo
produtos da reagdo-alvo da catalise. ¢?

O contato entre monémero funcional e modelo leva a formacao
de uma nova molécula ou complexo, de cuja estrutura e estabilidade
depende o comportamento do polimero resultante como material de
reconhecimento molecular. O sucesso do MIP depende do grau de
afinidade entre modelo e mondmeros funcionais. As moléculas
envolvidas devem ter afinidade forte suficiente para que o complexo
M:MF sobreviva as condicdes de polimerizacéo e reticulacdo; por outro
lado deve ser labil suficiente para permitir a extracdo do modelo da
matriz polimérica, bem como a transferéncia de massa no processo de
reconhecimento ou religagdo MIP:substrato.

A interacdo total entre modelo e monémeros funcionais
depende do numero de interagdes e da forca de cada interacdo
individualmente.



36

Consoante o0 tipo de ligagdo quimica envolvido no
reconhecimento da molécula modelo, diferentes abordagens podem ser
utilizadas, como por exemplo:

a) abordagem covalente, onde as ligacGes entre modelo e
mondmero funcional e, posteriormente, entre MIP e substrato se ddo
através de ligagdes covalentes. Exemplos dessa abordagem sdo a
formac&o de éster borbnico (Figura 5 a) e formacdo de base de Schiff
(Figura 5 b); .(53;54;55;56)

/ on TN /-
a) \NOB’ c(OH), —— O CH2 + 2H,0
H OH Pe
HO

O — Oy e

Figura 5 Exemplos de interacdo M:MF utilizando ligacdes covalentes.
a) formacdo de éster borbnico para reconhecimento de modelo diol e b)
formacdo de base de Schiff para reconhecimento de modelo amina
primaria.

b) abordagem ndo covalente, onde o reconhecimento molecular
opera por interacdes reversiveis ndo covalentes, como interacdes
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals,
empilhamento =-m, entre outras obtidas pela simples mistura dos
componentes (Figura 6);®

@ @

e oY .
Figura 6 Estrutura postulada para a cavidade de MIP ocupada por

substrato utilizando interacdes ndo covalentes (ligacdes de hidrogénio)
(adaptada de Wulff 2002)
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c) utilizacdo de ligagdes coordenatlvas do tipo metal-ligante
para promocdo do reconhecimento (Figura 7).®” Essa técnica, quando
utilizada para o reconhecimento molecular pode oferecer vantagens
como alta entalpia de ligagcdo comparativamente a ligagédo de hidrogénio,
0 que permite que se trabalhe em solventes prdticos como a agua. Pode-
se conseguir seletividade de ligacdo MIP:substrato explorando
propriedades de ligacdo especificas do complexo, utilizando também
propriedades estereoeletrdnicas de substituintes do ligante. O uso de
metais para formar sitios de ligacdo é uma idéia b|0|nsp|rada ja que
varias enzimas apresentam metais em seus sitios de ligagao.®®

Figura 7 Interacdes modelo-MF mediada por metais®”

d) uso da combinacdo da abordagem covalente, durante o
preparo do MIP, e abordagem ndo covalente, quando da ligacao
MIP:substrato (Figura 8).%%%*%% Essa abordagem apresenta a vantagem
de se permitir 0 uso de uma estequiometria controlada modelo:MF,
evitando-se assim o uso de excesso de MF e consequente formacao de
sitios de baixa afinidade que sdo formados pelas moléculas de MF
excedentes. Uma possivel desvantagem seria a deformacdo da geometria
do sitio de reconhecimento causada pelas condicdes de hidrélise.”
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Figura 8 Preparacdo de MIP utilizando intera¢fes covalentes durante a
polimerizacdo e reticulagdo (a) e extracdo da molécula de modelo (b).
Durante a utilizacdo do polimero, interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio (c) e (d). Adaptado de Whitcombe, 1995.%%

2.2.1.2 POLIMERIZACAO E RETICULACAO

O método de polimerizacdo escolhido deve permitir a
manutencdo da integridade do complexo formado na etapa de pré-
polimerizacdo. O método mais utilizado na construcdo de MIPs é a
polimeriza¢do radicalar, onde utiliza-se um iniciador radicalar como
azoisobutironitrila (AIBN), que pode ser ativado termicamente (60 °C)
ou por radiacdo UV. O uso de radiagdo UV para ativar o iniciador
oferece a vantagem de se poder trabalhar a temperaturas baixas, onde a
integridade do complexo modelo:MF é mais facilmente mantida.

A reticulacdo é conseguida com a utilizacdo de reticuladores
(XL), que consistem de moléculas de mondmeros com mais que um
ponto de polimeriza¢do, comumente dois ou trés. O uso de XL garante
rigidez ao material produzido. Novamente deve-se buscar um equilibrio
entre rigidez, que mantém o formato do sitio de reconhecimento
molecular, e maleabilidade, que facilita a entrada e acomodacdo do
substrato no sitio.

A forma final do MIP também depende da maneira como é
realizada a polimerizag&o e reticulagdo. O método mais utilizado € o de
polimerizacdo em bloco (encontrado na literatura como bulk
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polymerization), onde o polimero é preparado como um bloco no
formato do recipiente reacional que posteriormente é pulverizado e sua
granulometria normalizada por meio de peneiras.®*®%¥ Utilizam-se
também outros métodos, onde o material ja é preparado com o tamanho
final, geralmente esferas de dimensGes micrométricas ou nanométricas,
como polimerizacdo em suspensdo ou emulsdo,® polimerizacéo por
precipitacdo®*®® e uso de reatores especiais, onde se consegue controle
do tamanho das particulas por ajuste do fluxo dos reagentes.®”

2.2.1.3 EXTRACAO DO MODELO

Ap6s o preparo do polimero e padronizagdo de sua
granulometria, quando for o caso, procede-se a extracdo do modelo, que
€ uma etapa essencial para a formacdo do sitio de reconhecimento
molecular. Geralmente é efetuada com mistura de solventes,“”
comumente solucdo metandlica de é&cido acético.®® As moléculas
passiveis de extracdo sdo as que se encontram na superficie da matriz
polimérica. Dai a importancia da porosidade e tamanho de particula,
parametros que afetam diretamente a area superficial do material.

A etapa de extracdo do modelo finaliza o preparo de um MIP,
formando cavidades que contém grupos funcionais estrategicamente
dispostos de forma a receber a molécula do substrato de forma seletiva,
capacitando o material produzido a efetuar o reconhecimento molecular.

2.2.2 EXEMPLOS DO USO DE MIPS EM CATALISE DE REACOES DE
ESTERIFICACAO E TRANSESTERIFICACAQO

Exemplos de catalise em reagBes de esterificagdo e
transesterificacdo utilizando MIPs incluem o trabalho de Meng e Sode,
que utilizaram o monémero funcional 4(5)-vinilimidazol para mimetizar
0 residuo de aminodcido histidila, responséavel pela atividade catalitica
das lipases, e utilizaram métodos computacionais para a escolha dos
grupos funcionais responsdveis pelo reconhecimento molecular e
estabilizacéo dos intermedidrios (Figura 9).
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Figura 9 Triade catalitica de lipases e estruturas dos substratos ésteres
de p-nitrofenila, que foram utilizados como modelos (figura adaptada de
Meng, Yamazaki e Sode, 2004)®

A inspiracdo em enzimas naturais também motivou Sellergren
et al. a criarem MIPs com unidades cataliticas presentes na
quimotripsina (monémero de imidazol), conseguindo hidrdlise
enantiosseletiva de ésteres."”

Destaca-se também o elegante trabalho de Volkmann e
Briiggemann, que utilizaram um fosfonato quiral analogo ao estado de
transicdo (AET) para sintetizar um catalisador para hidrélise de éster
baseado na construcdo de MIP imobilizado em aminosilica e posterior
dissolucéo do niicleo de silicato com HF."™ Utilizando fosfonato como
AET e vinilimidazol como mon6émero funcional, Kawanami et al.
prepararam MIPs capazes de catalisar a reacdo de hidrélise de acetato de
p-nitrofenila.”

A comparacdo da eficiéncia catalitica entre MIP e NIP de
polimeros preparados nos exemplos acima pode ser ilustrada na Tabela
1 e as estruturas dos compostos envolvidos (modelos e substratos) na
Figura 10.
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Tabela 1 Exemplos de MIPs com alguns parametros cataliticos

. . Ef. rel.
Cat? MP s N ky ou kg (Min) kmur M) vipNip REF
MIP NIP
PNPA 26,2 8,67 86,1 x 10° 2260 ©
MIC3 PNPA
PNPS 483 1,36 75,1 x 10° 087" ©
hex.®
PNPA 80,4 8,67 269 x 10°° 222" ©
MIC4 PNPS
PNPS 114 1,36 22,3x10° 69 €
MIP  BSIP  BSPONP 1,46 x10° 1,24x10° - 1,189 ™
H,O (] (70)
PAl1 Al BPONP 0,046 0,014 - 2,35
P2  PNP PNA 0,023 0,011 - 2,099 (™

*Nome atribuido ao catalisador pelos autores; "M=modelo; °S=substrato;
Niti=nuclesfilo; *hex.=hexanol; "(kcaekm)mie! Kops!km)nie; © Kobs mip/Kobs Nip

A A
2 Q
BocHN Fl’fO Vi NH BocHN IILO y NH
oj N J ow NS
A1 BPONP

Q -0
P-Q N 9
oon( (s

NHBoc NHBoc

BSIP BSPONP
Figura 10 Modelos utilizados na construgcdo de MIPs (Al e BSIP) e
respectivos substratos (BPONP e BSPONP)
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2.3 UTILIZACAO DE MIPs NA CONFECCAO DE ELETRODOS DE
PASTA DE CARBONO QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Os polimeros impressos molecularmente sdo materiais com
capacidade de coordenacdo seletiva ao modelo ou a um grupo de
moléculas estereoeletronicamente assemelhadas ao modelo.  Esta
capacidade pode ser explorada J:)ara criar sensores eletroquimicos
seletivos dos mais variados tipos.#**

Uma tipica célula eletroquimica é composta por trés eletrodos:
um de referéncia, um auxiliar e um de trabalho. Investigam-se processos
eletroquimicos que ocorrem no eletrodo de trabalho, sendo o eletrodo
auxiliar utilizado para completar o circuito. O terceiro eletrodo, pelo
gual ndo passa corrente, é utilizado apenas como potencial de referéncia
(Figura 11).%®

O eletrodo de trabalho pode ser um eletrodo de pasta de
carbono, produzido pela mistura de grafite com parafinas e pode
facilmente ser modificado pela incorporacdo de materiais insollveis em
agua, como os MIPs. Dessa forma o eletrodo de trabalho torna-se
seletivamente sensivel @ molécula que serviu de modelo para o0 MIP.

Nos ultimos cinco anos, utilizaram-se MIPs para a modificacdo
guimica de eletrodos de pasta de carbono para a deteccdo e
quantificacdo de farmacos de diversas classificacbes quanto ao grupo
funcional, como cafeina, metronidazol e sulfassalazina. Utilizou-se o
mesmo método para a deteccdo de outras moléculas organicas de
interesse industrial e comercial como TNT, bisfenol A e melamina,
pesticidas como paraoxon e paration, e até mesmo cations inorganicos
como Cu”* e Cd*". Em geral tém-se alcancado um limite de deteccéo do
analito em concentracdes na ordem nmol L™, (Tabela 2).
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Eletrodo de
referéncia 1T
Gas
inerte ‘ﬁ Tampa
Eletrodo [ [Z/E]
de - -
trabalho \J_ -
:___- Eletrodo
Capilar de —-4—  auxiliar
Luggin-Haber -
-
e Banho
] termostatizado
-—-ﬂ/
e -

Figura 11 Tipica célula eletroquimica composta por trés eletrodos.
Figura adaptada da referéncia Brett &Brett, 1994%)

Dentre os experimentos eletroquimicos, destacam-se aqui a
voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada.

A voltametria ciclica consiste da aplicacdo de uma rampa de
potencial ao eletrodo de trabalho para gradualmente mudar o potencial e
reverter a varredura, retornando ao potencial inicial, o que se chama de
onda triangular. Pode ser utilizada para se estudar o comportamento
eletroquimico do sistema, onde se pode qualificar reacdes de oxidacdo
(perda de elétrons) ou reducdo (ganho de elétrons) que possam ocorrer
no eletrodo de trabalho. JA o experimento de voltametria de onda
quadrada tornou-se popular pela velocidade e sensibilidade e pode ser
utilizado para fins quantitativos. Trata-se de uma técnica onde se
aplicam pulsos de tensdo cujas amplitudes variam conforme uma escada
com incremento AE. No fim de cada pulso, a corrente, medida de forma
diferencial, representa o sinal. O método tem pouca influéncia das
correntes capacitivas por ser um método rapido.”
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Tabela 2 Exemplos

do emprego de

polimeros  impressos

molecularmente para a modificacdo quimica de eletrodos de pasta de

carbono
Analito Limite de deteccdo Referéncia
(10° mol LY
cafeina 15 )
cloranfenicol 2,0 (78)
dipiridamol 0,1 tn
hidroxizina 700 {78)
lamotrigina 0,21 9
metronidazole 35900 (80)
piroxicam 0,5 1)
prometazina 3,2 62)
prometazina 0,0028 ®3)
propazina 1 4
sulfametoxazol 35 )
sulfassalazina 4,6 6)
tramadol 4 @7
tramadol 500 )
TNT 1,5 89)
bisfenol A 32,22 ©0)
melamina 0,7 D
p-nitrofenol 30 ©2)
p-nitrofenol 3 ©9)
parathion 0,5 ©4)
paraoxon 1,0 )
Cu2+ 23 (96)
Cd* 2,75 ©7)
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3 OBJETIVOS GERAIS

Esta tese tem dois objetivos gerais que envolvem diretamente a
técnica de impressdo molecular:

a)

b)

desenvolvimento de novos materiais cataliticos, capazes de
acelerar reacGes de esterificacdo de acidos carboxilicos de
cadeia longa com alcoois (metanol ou etanol) e reagfes de
transesterificacdo de triacilglicerdis (principal componente
de 6leos e gorduras) com os mesmos alcoois, devido ao
emprego do produto dessas reacBes na industria de
biocombustiveis e biolubrificantes;"*®

aplicagdo dos materiais desenvolvidos em (a) para o
desenvolvimento de  método  eletroquimico  de
guantificacdo de fosfatos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para se alcangar os objetivos gerais dessa tese, perseguiu-se 0s
seguintes objetivos especificos:

a)
b)

c)

d)

preparagdo e caracteriza¢do quimica de fosfato de dipentila,
molécula utilizada como modelo para preparo de MIPs;
preparacdo e caracterizagdo fisico-quimica de polimeros
impressos molecularmente por polimerizagdo em bloco;
preparagdo e caracterizagdo fisico-quimica de polimeros
impressos  molecularmente  por  polimerizagdo  por
precipitacéo;

estudo dos MIPs preparados em (b) e (c) como candidatos a
catalisadores de reagcGes-modelo representando as reacoes-
alvo;

utilizacdo dos MIPs preparados em (b) para a modificacao
de eletrodos de pasta de carbono com a finalidade de
desenvolver método de quantificacdo de fosfatos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 MIPS COMO CATALISADORES DE REACOES DE
ESTERIFICACAO E TRANSESTERIFICACAO

4.1.1 REACOES-MODELO

Para realizar estudos de catdlise em esterificacdo e
transesterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia longa, optou-se pela
utilizacdo das seguintes reacGes de esterificacdo como modelo:

a) butandlise de acido butirico (Esquema 5a);

b) butanolise, pentandlise e octandlise de é&cido valérico

(Esquema 5b, c e d, respectivamente).

Essas reacdes apresentam estados de transicdo semelhantes aos
das reagdes-alvo. A modificacdo no tamanho das cadeias alquilicas dos
acidos facilita o acompanhamento das reacBes por apresentarem-se
liquidos & temperatura ambiente. As variacbes no tamanho das cadeias
alquilicas dos alcoois possibilita o estudo da seletividade dos
catalisadores.

Elo)
o) P /} 5t
+ HO R — 73w
R)J\OH RHO e R
H
(a) R e R = -(CH,),CHj
(b) R =-(CH,)3CH; e R' = -(CH,),CH,
(c) R=-(CH,)3CH3 e R' = -(CH,)3CHg
(d) R =-(CH,)3CH; e R' = -(CH,)sCHj;
o o
+ H,O S +
R)J\O/\R' 'T_é\cl)/\R'

H
Esquema 5 Reacdes de butanodlise de acido butirico (a); butandlise (b),
pentandlise (c) e octandlise (d) de acido valérico.

4.1.2 MODELOS E MONOMEROS FUNCIONAIS UTILIZADOS

Na técnica de impressdo molecular a forga e quantidade de
ligacGes entre 0 monémero funcional e 0 modelo sdo de fundamental
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importancia para o desejavel efeito de reconhecimento molecular.*® Por
esse motivo escolheram-se modelos e mon6émeros funcionais que
interagissem entre si por meio de ligagcdes ndo-covalentes. Escolheram-
se 0s modelos como a seguir:

a) na polimerizacdo em bloco (Secdo 4.1.4.1) utilizou-se
como modelo fosfato de dipentila (Figura 12a), um
analogo estrutural estavel do estado de transi¢cdo (AET) da
reacdo-modelo de esterificacdo do é&cido valérico com
pentanol (Esquema 5c). Esse modelo foi escolhido por
apresentar semelhanca estrutural com o estado de transi¢do
dessa reacdo, ser solivel no meio reacional e apresentar
baixa toxicidade, além de apresentar aceptores de ligacdo
de hidrogénio;

b) para a polimerizacdo por precipitacdo (Secdo 4.1.4.2)
utilizou-se 0 modelo fosfato de dibutila (Figura 12b) por
apresentar caracteristicas estruturais semelhantes ao AET
da reagdo-modelo butandlise de &cido butirico (Esquema
5a), também ser solivel no meio reacional e apresentar
aceptores de ligacOes de hidrogénio, além de ser encontrado
comercialmente com alto grau de pureza.

(0] 0}
|1 [l
AN /R\O/\/\/ PPN /P\\O/\/\
O on O on
(a) fosfato de dipentila (b) fosfato de dibutila

Figura 12 Modelos analogos estruturais dos estados de transicdo (AET)
das reacoes de esterificacdo dos &cidos valérico (a) e butirico (b)

Utilizou-se o acido metacrilico como mondmero funcional para
as polimerizagdes em bloco (Se¢do 4.1.4.1). Tal escolha deve-se a
possibilidade de ligagGes de hidrogénio entre 0 MF e 0 modelo, além de
ser 0 mais amplamente utilizado para o preparo de MIPs.

J& nos casos de polimerizacdo por precipitacdo, 0s mondmeros
funcionais foram escolhidos com base no biomimetismo de enzimas
capazes de reconhecer os substratos aqui estudados: as lipases. Sabe-se
gue lipases possuem como triade catalitica os residuos serinila,
histidinila e um residuo acido (geralmente aspartila) (Figura 13).9%
Com base nessas informagdes, utilizaram-se como mondmeros
funcionais combinagdes (Tabela 5) dos mondmeros acido acrilico,
metacrilato de 2-hidroxietila e 4-vinil-1H-imidazol (Figura 13),
objetivando mimetizar parte da triade catalitica natural das lipases.



49

o o)
Q RHN R RHN R
RHN R
HO N
HO ¢ | oM,
o) N
ph

/ A
Ser '\\‘\\XHis
N
\Hf

Serinila Histidinila

~ (2-amino-3-- Aspartila (2-amino-3-(1H-imidazol-
hidroxipropanoila) (2-aminossuccinila) 4-il)propanoila) S
Residuos de aminoacidos componentes da triade catalitica O\ro
‘ ‘ Asp
(0] (e] N i i
HO™ > THL ﬁ) ¢ J) Triade ativa
(¢] OH HN
metacrilato de 2-hidroxietila  acido acrilico 4-vinil-1H-imidazo
Mondmeros Funcionais

Figura 13 Residuos de aminoacidos (superiores) geralmente
correspondentes a triade catalitica de lipases (a direita) e MFs
(inferiores) utilizados para mimetiza-la. Destacados em vermelho os
grupos funcionais que interagem com o substrato RCOOR’

4.1.3 PREPARO DO MODELO FOSFATO ACIDO DE DIALQUILA

O fosfato de dipentila, utilizado como modelo para a produgédo
dos MIPs por polimerizacdo em bloco, foi preparado conforme método
descrito na literatura (Seccdo 6.2).’°Y Basicamente iniciou-se com a
reacdo entre pentacloreto de fosforo e metilimidazol para formagéo do
cloreto de cis-tetraclorobis(1-metilimidazol) foésforo (V) (Esquema 6
composto 1). A essa, seguiu-se uma reacdo entre o sal formado e
excesso de pentanol para a formacdo do fosfato de dipentila (Esquema
6 composto 2).

O produto final das reacées foi caracterizado por RMN de 'H,
RMN de *°C e RMN de *'P. Observou-se no espectro de RMN de 'H
(Figura 14) a presenca de sinais em cinco regides em diferentes
deslocamentos quimicos, compreendendo o sinal dos hidrogénios das
duas metilas em 80,9 ppm com érea equivalente a 6 H, sinal dos
hidrogénios dos quatro metilenos vizinhos as metilas em 81,4 ppm com
area equivalente a 8 H, sinal dos hidrogénios dos dois metilenos  em
relacdo aos oxigénios em 81,7 ppm com é&rea equivalente a 4 H, um
sinal do hidrogénio RR’-POOH em 61,9 ppm (com deslocamento
variavel conforme a concentragdo do analito) com area equivalente a
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1 H e sinal dos dois metilenos vizinhos aos oxigénios em 84,0 ppm com
area equivalente a 4H. Esse Ultimo sinal se apresenta em forma
semelhante a um quarteto com J = 7 Hz devida a presenga de um tripleto
provocado pelo acoplamento com os hidrogénios metilénicos vizinhos, e
a duplicacdo com parcial sobreposi¢do dos tripletos provocada pelo
acoplamento entre hidrogénio e fosforo. Trata-se entdo de um duplo
tripleto com Jay.y =7 Hz e Jep.y = 7 Hz.

No espectro de RMN de *C (Figura 15) observam-se cinco
sinais em deslocamentos quimicos entre 5613,9 e 667 ppm compativeis
com os carbonos do composto preparado.

O espectro de RMN de *'P (Figura 16) apresenta um sinal em
60,00 ppm em forma de quinteto (J = 7 Hz) resultante do acoplamento
com quatro hidrogénios metilénicos vizinhos aos oxigénios. A presencga
de um Unico sinal corrobora a pureza do composto.

\N
(e]
cl / 43 i
1.\Cl N N _ e I
CI=Ps, * [ D CHCly @N al cl” 1-pentanol HO’P\olo
N AL Toms CTINEA 80°C \/\/\
a N
1 2

Esquema 6 Reacdo para preparo de fosfato de dipentila
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Figura 15 Espectro de RMN de *°C do fosfato de dipentila
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4.1.4 SINTESE DOS MIPs

Os MIPs foram preparados por polimerizacdo radicalar
termicamente ativada, utilizando-se dois métodos diferentes, a
polimerizacdo em bloco® e a polimerizagdo por precipitagéo.

4.1.4.1 POLIMERIZACAQO EM BLOCO

Prepararam-se quatro polimeros por polimerizacdo radicalar
termicamente ativada utilizando-se a polimerizacdo em bloco, sendo trés
MIPs e um NIP (Secéo 6.3). Utilizaram-se fosfato de dipentila, &cido
metacrilico e dimetacrilato de etilenoglicol como modelo (M),
mondmero funcional (MF) e reticulador (XL), respectivamente. Os trés
MIPs diferem entre si com respeito a razdo entre monémero funcional e
modelo ([MF]/[M]), com o objetivo de preparar complexos pré-
polimerizacdo com estequiometrias diferenciadas (Tabela 3) e estudar o
efeito da estequiometria na resultante atividade catalitica pretendida. A
razdo [XL])/[MF] foi mantida em 10 para que ndo houvesse
modifica¢Ges na rigidez dos materiais.

Preparou-se o polimero NIP na auséncia do modelo para
avaliacdo da coordenacdo néo seletiva do modelo ao material final, que
supostamente é devida a presenca de sitios de ligacdo ndo seletivos
formados apenas pela composicdo do polimero e ndo pelo arranjo
espacial e complementaridade funcional adquiridos durante o processo
de impressdo molecular.

Tabela 3 Composi¢do em quantidade de matéria (mol) dos polimeros
preparados com o Modelo fosfato de dipentila

MF] [XL
Polimero MF XL Modelo Porogéniouu

(AMA) (DMAEG) [M] [MF]

MIP1  0,0020 0,020 0,0010 0,0572 2 10
MIP2  0,0020 0,020 0,0005 0,0572 4 10
MIP3  0,0020 0,020 0,0003 0,0572 6 10

NIP 0,0020 0,020 - 0,0572 - 10
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Cada polimero formado foi pulverizado e peneirado em trés
fracBes, conforme o tamanho. A fracdo F1 (didmetro < 45 pum) dos
polimeros foi enviada a Fernando Santos de Souza, do Grupo de estudos
de Processos Eletroquimicos e Eletroanaliticos, de responsabilidade do
Prof. Almir Spinelli para a possivel utilizacdo na confeccdo de eletrodos
sensiveis @ molécula modelo (Secdo 4.2). A fracdo F2 (45 um <
didametro < 125 um) foi utilizada nos estudos de catalise nas reacdes-
modelo (Secéo 4.1.5). A andlise no 1V dos polimeros mostrou que eles
apresentaram as bandas principais em 1731 cm™ pelo estiramento C=0;
1156 cm™ pelo estiramento C-O e bandas em 2955 e 2988 cm™ relativas
aos estiramentos alifaticos simétrico e assimétrico de C-H,
respectivamente. Nota-se a auséncia de banda em torno de 2240 cm™,
evidenciando-se a auséncia do iniciador radicalar AIBN (Figura 17 a
Figura 20). A andlise por difracdo a LASER das caracteristicas
dimensionais das particulas preparadas (Fragdes 2) demonstra que as
mesmas apresentaram didmetro médio entre 21 e 27 um e ampla faixa
de distribuicdo de didmetro representada por Span (Equacdo 1) entre
1,5e 2,5 (Tabela 4).

Span = % (1)
0.5

Tabela 4 Caracteristicas dimensionais das particulas de MIPs/NIP
preparadas por polimeriza¢do em bloco

Area
. d rficial
1 a 4,3 superticia
Polim. Percentual cumulativo (um)° Span especifica
(m’fg)
dlo% dSO% d90%

(um) (um) (um)

NIP 225+006 1703+1,18 46,72+0,59 2091+065 262+0,15 0,98+0,04
MIP1 271+032 2255+300 5431+588 2552+316 229+0,06 0,80+0,09
MIP2 278+0,10 22,02+152 3954+292 2134+157 167+0,01 0,77+0,04
MIP3 326+039 2482+162 5363+480 2691+240 2,03+0,05 0,660,06

# Didmetros volume equivalente a 10 (digy), 50 (dsge) € 90 (doges); P
Diametro volume médio; Todos os valores apresentam-se como média +
desvio padrao.

Por MEV verificaram-se particulas porosas, de formato
irregular e ampla distribuicdo de tamanho, ndo tendo aparente correlagéo
entre a porosidade e a razdo [MF])/[T] (Figura 21).
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Figura 17 Espectro de absorcdo no IV do polimero NIP, obtido por
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Figura 19 Espectro de absorcdo no IV do polimero MIP2, obtido por
transmitancia em pastilha com KBr.
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4.1.4.2 POLIMERIZAGCAOQ POR PRECIPITACAO

O método de polimerizacdo por precipitacdo difere do de
polimerizacdo em bloco basicamente pela quantidade de solvente
utilizada, que na polimerizacgdo por precipitagdo perfaz em torno de 95%
da mistura reacional.“®® O polimero resultante precipita em forma de
micro ou nanoparticulas (geralmente esféricas) no formato préprio para
utilizagéo. %

Realizou-se um teste com a técnica de polimerizacdo por
precipitacdo utilizando-se uma metodologia descrita na literatura.®®
Preparou-se um NIP (sem modelo) utilizando-se AMA como mondmero
funcional, DMAEG como reticulador, AIBN como iniciador radicalar e
cloroférmio como porogénio.

A anélise de espectrometria no IV (nGmero de onda em cm™,
atribuicdo) — 1731, estiramento C=0; 1156, estiramento C-O; 2955,
estiramento simétrico C-H alifatico; 2988, estiramento assimétrico C-H
alifatico (Figura 23) e analise elementar (C 56 %, H 8 % e N 0 %)
evidenciam a auséncia de iniciador radicalar AIBN. O produto final, no
entanto, mostrou-se inadequado para uso em catalise heterogénea, pois
se apresentou muito finamente dividido com consequente obstrucdo dos
poros de sistemas de filtracdo (papel filtro comum e sistemas de
membranas de 0,22 um). A analise de MEV mostrou que as particulas
apresentam-se com tamanho de aproximadamente 400 nm (Figura 22).
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. 1gk\?m)?3,7'oo Sum’ © - ° AM2’ .
Figura 22 Micrografia de CTO003 (NIP), polimero obtido por
polimerizacdo por precipitacdo, preparada pela secagem de suspensdo
(25 mg / 10 mL) sobre laminula de vidro.

Como o teste de polimerizacdo por precipitacdo resultou na
producdo de particulas menores que as adequadas ao presente proposito,
prepararam-se novos polimeros com composicdo modificada na
expectativa de se produzir particulas com dimensdes micromeétricas.
Utilizaram-se método e composicdo base conforme descritos por Wang
e colaboradores,* que desenvolveram particulas esféricas de
aproximadamente 5 um para aplicagdes em cromatografia de afinidade
para teofilina.’®? Para o polimero MIP6 utilizou-se a composicdo
semelhante & de Wang (acido metacrilico, divinilbenzenos, AIBN e uma
mistura de acetonitrila com tolueno como MF, XL, IR e porogénio,
respectivamente) exceto pelo uso de fosfato de dibutila como modelo no
lugar da teofilina. Preparou-se MIP6 para controle em relacdo ao
tamanho de particula. No preparo dos demais polimeros, utilizaram-se
composicoes diferenciadas a cada um conforme os seguintes critérios:
em MIP7 substituiu-se 0 monémero funcional acido AMA por AA,
outro mondmero também &cido; em MIP8 utilizou-se um conjunto de
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Figura 23 Espectro de absorcdo no IV do polimero CT003, obtido por
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transmitancia em pastilha com KBr.
trés mondmeros funcionais mimetizando-se a triade catalitica da lipase
(Figura 13); em MIP9 utilizaram-se dois mondmeros funcionais &cidos
AMA e um bésico (1-vinilimidazol) para cada molécula de modelo; ja
no polimero MIP10 inverteu-se essa relacéo, utilizando-se 0 monémero
funcional basico em dobro em relacéo ao acido (Tabela 5).

Para cada MIP preparou-se um NIP utilizando-se 0s mesmos
métodos utilizados para o preparo dos MIPs, porém sem a presenca do
modelo.

Tabela 5 Composicdo dos polimeros preparados por polimerizagdo por
precipitacdo

Composi¢do em quantidade de matéria(mmol)

Funcéo Reagente WANG MIP6  MIP7 MIP8 MIP9 MIP10

Modelo Fosfato de dibutila 1,5 15 15 15 15 15

MF1 AA - - 60 15 - -
MF2 AMA 6,0 6,0 - - 30 15
MF3  1-Vinilimidazol - - - 15 15 3,0
R
XL DVB-80 288 288 288 216 216 21,6
Iniciador AIBN 1,90 190 190 143 143 1,43

. . CHsCN: tolueno
Porogénio o my 128 128 128 96 96 96

A andlise dimensional das particulas preparadas por polimerizacao
por precipitagdo (Tabela 6) demonstra didmetro médio em torno de 10
um, excetuando-se NIP6 e NIP7, que apresentaram diametro médio em
torno de 4 um. Os valores de Span entre 0,8 e 1,3 demonstram que a
polidispersidade é menor que a dos polimeros preparados por
polimerizacdo em bloco. Ndo se pode demonstrar claramente uma
relagdo entre o didmetro médio ou polidispersidade (distribuicdo de
didmetro médio) e a composicdo dos polimeros preparados.
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Tabela 6 Caracteristicas dimensionais das particulas de MIPs/NIP
preparadas por polimerizacao por precipitacao

Percentual cumulativo® Are_a_
Polim da3 > Span superflglal
- diow ds096 doooe  (HM) esPeglflca
(M)  (@m)  (um) (mg)

5,06 + 8,81 + 15,04 953+ 1,14+

MIP6  "h33 039 +072 o042 o007 7°%004
209+ 447+ 667+ 469+ 082z

NIP6 501 002 004 002 o000  LA41%000
547+ 964+ 16,76 1051 117+

MIP7 " 06 008 +013 +009 000 069%001
256+ 368+ 546+ 388+ 079+

NIP7 504 008 019 010 003  -68%003
5,09 + 8,96 + 14,63 9,70+ 1,15+

MIP8 514 016 +110 020 o007 074%001
6,88+ 10,11 14,84 1056 0,79+

NIP8 518  +018 =+014 2015 o003 2062*001
481+ 926+ 1690 10,17 131+

MIP 547 025 +089 =027 014 074%004
491+ 912+ 1633 998+ 126+

NIPS 559 087 +164 093 015 07*007
491+ 873+ 1515 950+ 117%

MIP10 43, 045 +068 045 006 76%004

NIplo ©682% 1248 2190 1357 122% (oo o0

1,31 +121 +134 +116 0,19

% Diametros volume equivalente a 10 (dig%), 50 (dsoss) € 90 (dlagss);

Diametro volume médio; Todos os valores apresentam-se como média £
desvio padrao.
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4.1.5 ESTUDOS DE CATALISE

4.1.5.1 ESCOLHA DO TIPO DE CATALISE

A catélise heterogénea foi escolhida por apresentar baixo custo
relativamente a catalise enzimatica, baixo impacto ambiental quando
comparada & catalise homogénea com hidroxidos de metais alcalinos e
facilidade de recuperacdo do catalisador e purificagdo do produto da
reacdo. Dentro da catalise heterogénea, adotou-se para o preparo dos
catalisadores a técnica de impressdo molecular utilizando abordagem de
impressdo ndo covalente sem a formacdo de complexos metalicos no
sitio ativo artificial. Os polimeros foram obtidos por polimerizacdo em
bloco e por precipitagéo.

4.1.5.2 ACOMPANHAMENTO DA REAGAO DE ESTERIFICAGAO

A compreensdo do fendbmeno de catalise e comparagdo entre
catalisadores propostos necessita do acompanhamento cinético das
reacdes que se pretende estudar.

Para que se determine a atividade catalitica dos materiais
produzidos, é necessario o acompanhamento das reacdes ao longo de
certo periodo de tempo, que pode ser efetuado, dentre outras
metodologias, por espectroscopia de RMN de *H,"*Y CG, CLAE e
volumetria de neutralizag&o.

4.15.2.1 Acompanhamento das reagdes de esterificacdo por titulacéo
potenciométrica

Na reacdo-modelo de esterificacdo ocorre o consumo de &acido
carboxilico para a formagdo de um éster. O aumento do pH do meio
reacional pode ser prontamente medido através de métodos
potenciométricos diretos, e a quantidade de acido pode ser quantificada
por titulagdo potenciométrica onde se titulam aliquotas da amostra com
uma solucdo alcalina de concentracdo conhecida, acompanhando a
atividade hidrogenidnica do meio no equilibrio. Através da segunda
derivada da curva de volume de base vs pH, pode-se calcular a
concentracgdo do acido titulado. O acompanhamento da concentracdo de
acido durante o tempo permite que se calcule a velocidade de reacéo, e,
por conseguinte, a capacidade catalitica do candidato a catalisador.
Ensaios de titulagdo potenciométrica foram realizados no Laboratério de
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Equilibrio Quimico do Departamento de Quimica da UFSC e
apresentaram um tempo de analise de aproximadamente 30 minutos por
amostra titulada. Por se considerar um tempo demasiadamente longo
para 0 acompanhamento da cinética das reacdes desejadas, procurou-se
outro método para tal.

4.1.5.2.2 Acompanhamento das reacGes de esterificacdo por eletroforese
capilar

Nas reacdes-modelo ocorre a diminuicdo da concentracdo de
acido carboxilico (uma espécie carregada) e formacdo de éster, uma
molécula ndo carregada. Por esse motivo pode-se realizar o
acompanhamento cinético das reacOes de esterificacdo por determinagdo
da concentragdo de &cido carboxilico por eletroforese capilar na
presenca de diferentes catalisadores.

A determinacdo das concentracbes de &cido butirico ou
valérico, conforme o caso, foi executada pelas doutorandas Maressa
Danielli Dolzan e Jaqueline Pereira Vistuba, alunas do Professor
Gustavo Amadeu Micke utilizando método descrito na secdo
experimental (Se¢éo 6.6).

4.1.5.3 RESULTADOS EM CATALISE

Com o objetivo de estudar o comportamento cinético das
reaces-modelo, efetuaram-se trés tipos de reagGes:

a) reacdo sem catalisador, utilizada como reacdo controle

negativo para catalise;
b) reacdo com catalisador comercial Amberlyst® 15, utilizada
como reagdo controle positivo, e

c) reacdo com um dos candidatos a catalisador (NIP; MIP1,;
MIP2; MIP3; NIP e MIP6; NIP e MIP7; NIP e MIP8; NIP e
MIP9; NIP e MIP10).

Inicialmente realizaram-se quatro reacfes de esterificacdo de
acido butirico com 1-butanol a 60 °C. Em uma testou-se o catalisador
4cido poliestirenossulfonico (Amberlyst® 15); a segunda reacéo efetuou-
se sem uso de catalisador e as outras duas com MIP6 (cujo modelo foi o
AET da formacéo do butirato de n-butila) e NIP6, (Tabela 7 reacdes 01
a 04). A reacdo sem catalisador ndo aconteceu e a reagdo com o0
catalisador comercial Amberlyst® 15 aconteceu satisfatoriamente,
podendo-se perceber a reducdo em 90% da concentracdo inicial de acido
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butirico em aproximadamente 30 horas (Figura 24). As reacdes com
MIP6 e NIP6 equipararam-se & reacdo sem catalisador, ndo
apresentando, portanto, atividade catalitica (Figura 25).

Diante da falta de atividade catalitica nas condigdes reacionais
das reacdes 01 a 04, os polimeros MIP6 e NIP6 foram novamente
testados na esterificacdo de &cido butirico com 1-butanol (Tabela 7
reaces 05 e 06), porém com aumento de temperatura (de 60 °C para
100 °C), aumento da carga do catalisador (de 150 mg para 400 mg).
Novamente ndo se conseguiu a atividade catalitica de ambos os
polimeros (Figura 26).

Com a mesma reacao testaram-se os pares de polimeros MIP7,
NIP7; MIP8, NIP8; MIP9, NIP9 e MIP10, NIP10 (Tabela 7 reacbes 07
a 14). Esses polimeros novamente ndo apresentaram atividade catalitica
(Figura 27 a Figura 30), podendo se equiparar as reacdes na presenca
desses com a reagdo sem catalisador.

A sequir testaram-se 0s polimeros que foram modelados com
fosfato de dipentila MIP1, MIP2 e MIP3, bem como o NIP nas reacOes
de esterificacdo do acido valérico com 1-pentanol (Tabela 7 reacgGes 20
a 23), com 1-butanol (Tabela 7 reacdes 24 a 27) e com 1-octanol
(Tabela 7 reacfes 28 a 31).

As reacdes com 1-butanol, 1-pentanol e 1-octanol objetivaram a
caracterizacdo do sitio formado pela impressdo e avaliacdo de sua
seletividade quanto ao tamanho da cadeia alquilica do alcool. Nenhum
dos quatro polimeros apresentou atividade catalitica em nenhuma das
reacOes testadas (Figura 31, Figura 32 e Figura 33).

Com o objetivo de verificar a influéncia da presenca de agua
nos alcoois, empregou-se na reacdo o 1-pentanol previamente seco com
K,CO; e recém-destilado. Testaram-se novamente as reagBes com
Amberlyst® 15, na auséncia de catalisador, com MIP1 e com NIP
(Tabela 7 reacgBes 40 a 43). Os resultados evidenciam que a falta de
atividade catalitica dos polimeros MIP1 e NIP ndo resultou da umidade
do alcool empregado (Figura 34).
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Rx  é&cido (%ﬁ‘g’ll) alcool (?ﬁér'%'l]) Cat. (chst) T(%rg)p '
01 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" A15* 200 60
02 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10% - - 60
03 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" MIP6 150 60
04 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10% NIP6 153 60
05 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10° MIP6 403 100
06 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" NIP6 401 100
07 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10% MIP7 400 100
08 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10% NIP7 400 100
09 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" MIP8 401 100
10 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" NIP8 400 100
11 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10" MIP9 401 100
12 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10° NIP9 401 100
13 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10° MIP10 399 100
14 butirico 3,52.10° 1-butanol 1,06.10% NIP10 402 100
20 valérico 2,97.10° 1-pentanol 8,90.102 MIP1 200 100
21 valérico 2,97 .10° 1-pentanol 8,90.10° NIP 201 100
22 valérico 2,97 .10° 1-pentanol 8,90.10° MIP2 201 100
23 valérico 2,97.10° 1-pentanol 8,90.10% MIP3 200 100
24 valérico 3,50.10° 1-butanol 1,05.10" MIP1 200 100
25 valérico 3,50.10° 1-butanol 1,05.10" NIP 200 100
26 valérico 3,50.10° 1-butanol 1,05.10" MIP2 201 100
27 valérico 3,50.10° 1-butanol 1,05.10%7 MIP3 201 100
28 valérico 2,05.10° 1-octanol 6,15.10° MIP1 201 100
29 valérico 2,05.10° 1-octanol 6,15.10° NIP 201 100
30 valérico 2,05.10° 1-octanol 6,15.10>° MIP2 202 100
31 valérico 2,05.10° 1-octanol 6,15.10>° MIP3 202 100
40 valérico® 2,97 .10° 1-pentanol 8,90.10% A15* 200 100
41 valérico® 2,97 .10° 1-pentanol 8,90.10° - - 100
42 valérico® 2,97.10° 1-pentanol 8,90.102 MIP1 201 100
43 valérico® 2,97 .10° 1-pentanol 8,90.10% NIP 200 100

# Amberlyst 15;

® seco com K,COs
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7

42 MIPS COMO GERADORES DE SELETIVIDADE EM
ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO PARA DETECCAO E
QUANTIFICACAO DE FOSFATOS

Uma segunda aplicacdo planejada para os polimeros preparados
por polimeriza¢do em bloco (Secéo 4.1.4.1) foi a modificacdo quimica
de eletrodos de pasta de carbono para a deteccdo eletroquimica de
fosfato de dipentila e moléculas estruturalmente assemelhadas.

Preparou-se um eletrodo de pasta de carbono (EPC)
convencional composto de p6 de grafite e 6leo mineral. Prepararam-se
também quatro eletrodos de pasta de carbono modificados (EPCMIP ou
EPCNIP), adicionando-se a composi¢do do EPC 30 mg de MIP ou NIP.
Utilizaram-se voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada para
testar o comportamento eletroquimico dos EPCMIP/EPCNIP (Secao
6.8.1).

Primeiramente testou-se por voltametria ciclica a resposta do
EPC ao Hs;PO,4 onde se demonstrou que ndo ha a promocdo de
transferéncia eletronica na presenca de HsPO, 0,1 mmol Lt em solucéo
aquosa de KCI 0,5 mol L™ (eletrodo de suporte) (Figura 35).

i/ pA

—1l.0 —OI.5 OTO 075 1?0 175

E /' V(vs. Ag/AgCl)
Figura 35 Voltamograma ciclico para EPC ndo modificado em KCI 0,5
mol L™ na auséncia (circulos vazios) e na presenca (circulos
preenchidos) de 0,1 mmol L™ HsPO,, v = 100 mV s*

No préximo ensaio testaram-se por voltametria ciclica as
respostas dos eletrodos modificados EPCNIP, EPCMIP1, EPCMIP2 e
EPCMIP3 ao H3PO,. Diferente do que aconteceu com o EPC, quando se
utilizaram os eletrodos modificados notou-se o aparecimento de um
sinal em 0,5 V com o eletrélito de suporte, que aumentou com a
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presenca do HsPO, (Figura 36). Esta evidéncia aponta para a reducdo
de algum dos componentes dos polimeros utilizados na modificacdo dos
eletrodos e que tal reducdo aumenta com a interagdo entre o polimero
modificador e o analito fosfato.
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50 1 il
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E /V(vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 36 Voltamogramas ciclicos para EPCMIPs/EPCNIP em KCI 0,5

mol L na auséncia (circulos vazios) e na presenca (circulos

preenchidos) de 0,1 mmol L™ HyPO,, v = 100 mV s*

Testou-se o efeito de trés possiveis interferentes isésteros do
grupo fosfato. Verificou-se que os ions nitrato, carbonato e sulfato em
concentragdes de 0,1umol L™ (100 vezes maiores que a faixa de
concentracao utilizada para o fosfato neste estudo) ndo foram detectados
pelos eletrodos modificados com os polimeros MIPS/NIP, ndo
resultando em sinais diferentes do experimentado pelo eletrodo de pasta
de carbono ndo modificado. J& a adicdo de fosfato na presenga de tais
jons promoveu ganho de corrente catddica, indicando afinidade
preferencial dos supostos sitios formados pela impressdo molecular por
fosfato (Figura 37).
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Figura 37 Voltamogramas de onda quadrada para EPCs modificados
com NIP, MIP1, MIP2 e MIP3 em KCI 0,5 mol L? antes (circulos
vazios) e ap6s adicdo de 0,1mmol L* dos anions HPO,* (circulos
preenchidos), CO5> (quadrados vazios), NOs™ (quadrados preenchidos) e
S0,? (triangulos vazios). f = 40 Hz; a= 100 mV; AEs = 8 mV

Para melhor caracterizagdo das “cavidades” formadas no
processo de impressdo molecular com o modelo fosfato de dipentila
(FDP), testou-se o comportamento dos eletrodos modificados com NIP e
MIPs perante o fosfato inorgénico, fosfato de dibutila (FDB), fosfato de
dipentila (FDP), fosfatidilcolina (lecitina) e fosfato de tributila (FTB)
(Figura 38). Obtiveram-se sinais com fosfato inorgénico, fosfato de
dibutila e fosfato de dipentila, ambos com igual intensidade entre si
considerando cada eletrodo modificado individualmente. N&o houve
geracdo de sinal na presenga de lecitina e fosfato de tributila. Observou-
se que o sinal responsavel pela interacdo entre os analitos ativos (fosfato
inorganico, fosfato de dibutila e fosfato de dipentila) e os polimeros
modificados varia conforme a composicdo do polimero modificador do
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eletrodo. Assim, tem-se a variac¢do do sinal do EPCNIP, com sinal muito
menor que os sinais apresentados pelos outros eletrodos (Figura 39).
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Figura 38 Estruturas do modelo (fosfato de dipentila — FDP),
mondémero funcional (4cido metacrilico - AMA), reticulador
(dimetacrilato de etilenoglicol — DMAEG) e analitos (fosfato
inorgénico, fosfato de dibutila — FDB, fosfato de tributila — FTB, e L-a-
fostatidilcolina  — lecitina [R = CHy(CHy)13CH; e R =
CH3(CH2)sCH=CH(CH);CHzs])
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Figura 39 Voltamogramas de onda quadrada para EPCs modificados
com NIP, MIP1, MIP2 e MIP3 em KCI 0,5 mol L? antes (circulos
vazios) e ap6s adicdo de 0,Lmmol L™ de H3PO, (circulos preenchidos),
FDB (quadrados vazios), FDP (quadrados preenchidos), FTB (triangulos
vazios) e lecitina (triangulos preenchidos). f = 40 Hz; a = 100 mV; AEs
=8mV

Pode-se utilizar esses resultados como fortes evidéncias da
presenga do sitio formado na impressdo molecular com forma e
funcionalidades complementares ao modelo fosfato de dipentila. Se
assim for, a molécula de fosfato de dipentila, sendo o préprio modelo
utilizado para a impresséo, cabe perfeitamente na cavidade formada por
ela propria, interage com esta, permitindo a redugdo do polimero e
formacdo do sinal (Figura 40c). Da mesma forma acontece com as
moléculas de fosfato &cido de dibutila e fosfato inorgénico, que cabem
na cavidade e também proporcionam a formacao de sinal (Figura 40b e
a, respectivamente). A molécula de fosfatidilcolina, entretanto, ndo se
encaixa no receptor por ser maior e com mais ramificacdes que o
modelo, ndo levando portanto a interacdo necessaria a produgdo do sinal
(Figura 40e). Ja& a molécula de fosfato de tributila, mesmo tendo o
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formato necessario para 0 encaixe na cavidade ndo proporcionou a
formacgdo de nenhum sinal. 1sso pode ser explicado possivelmente pela
presenca no triéster de duas porgdes distintas com relacdo a interagéo
com o solvente, ou seja, uma cabeca polar correspondente ao fosfato e
uma cauda apolar correspondente as cadeias alquilicas. Como as
medidas foram efetuadas em meio aquoso, tém-se a cabeca polar
hidrofilica orientando-se para o solvente e a porcdo alquilica apolar
voltando-se para a superficie do receptor. Tal orientagdo pode ser
responsavel pela falta da interacdo entre o fosfato e consequente
formacdo do sinal (Figura 40d).

Figura 40 Possivel interacdo entre o sitio formado pela impressdo
molecular de fosfato de dipentila e as moléculas de H3sPO, (a), FDB (b),
FDP (c), FTB (d) e lecitina (e)

Com a adicdo de H3PO, nas concentragdes entre 20 e 300 nmol
L e medidas com os quatro eletrodos modificados de cada
concentracao, obtiveram-se os devidos voltamogramas (Figura 41) dos
quais foram construidas as respectivas curvas de calibragdo (Figura 42).

Todas as curvas de calibracdo apresentam-se como retas com
coeficientes de correlacdo entre 0,994 e 0,997. Em concentra¢Bes acima
de 1,0 umol L™ o acréscimo de mais analito ndo produz respostas
lineares. Isso pode evidenciar a existéncia de receptores com
comportamento de saturacao.

Os resultados demonstram que tanto MIP1 quanto MIP2 ou
MIP3 com limites de quantificacdo de 26,5 nmol L™, 36,3 nmol L™ e
27,3 nmol L™, respectivamente, podem ser utilizados satisfatoriamente
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para a determinacdo de fosfatos &cidos de dialquila com cadeias
alquilicas iguais ou inferiores a cinco carbonos (Tabela 8).
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Figura 41 Voltamogramas de onda quadrada para EPCs modificados

com NIP, MIP1, MIP2 e MIP3 na auséncia (linha superior) e presenga

(demais linhas) de H3PO, nas concentracdes entre 20 e 300 nmol L™ de

H3PO,4. f=40 Hz; a= 100 mV; AEs =8 mV
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Figura 42 Curvas de calibracédo para fostato dos EPCs modificados com
NIP (circulos vazios), MIP1 (circulos preenchidos), MIP2 (quadrados
vazios) e MIP3 (quadrados preenchidos)

Tabela 8 Pardmetros analiticos das curvas de calibracdo para EPCNIP e
EPCMIPs

Electrodo  Equagdo f(i))uA R? LD/nmol L™ LQ/nmol L™

EPCNIP 32,2C"-0,53 0,994 17,3 52,1
EPCMIP1 168C + 0,59 0,997 8,82 26,5
EPCMIP2 191C+5,37 0,994 12,1 36,3
EPCMIP3 115C + 6,63 0,997 9,10 27,3

® Limite de deteccéo; ° Limite de quantificagdo; ~ concentracdo em mol L™;
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5 CONCLUSOES

A metodologia utilizada na preparacao e purificacdo de fosfato
de dipentila foi eficiente, o que se evidencia por espectrometria de RMN
de 'H, RMN de C e RMN de *'P, obtendo-se um alto valor de
rendimento e pureza.

A metodologia de sintese dos MIPs por polimerizagdo por
precipitacdo foi a que resultou na formag&o de particulas menores e com
distribuicdo de tamanho mais estreita.

Os polimeros impressos molecularmente baseados no modelo
fosfato de dipentila apresentaram baixa capacidade de catalisar as
reacdes de esterificacdo testadas, mas foram extremamente eficazes no
reconhecimento molecular de fosfato inorgénico e fosfatos de dialquila
com cadeias até cinco carbonos, mostrando que a impressao molecular
foi efetivamente funcional, com a formacéo de um sitio artificial com
forma e fungbes complementares a molécula modelo. As baixas
propriedades cataliticas destes materiais sugerem que o0 modelo
reacional escolhido talvez ndo seja 0 mais adequado, uma vez que se
tratam de reacGes com substratos ndo ativados, de alta demanda
energética. Além disso, estes materiais sdo candidatos a catalisadores de
reacdes de esterificacdo e hidrélise de acidos carboxilicos e amidas
ativados, ésteres de fosfato, fosfonatos e fosfinatos. O mesmo pode se
aplicar para os polimeros impressos com base no modelo fosfato de
dibutila.

Os polimeros sintetizados com o fosfato de dipentila (modelo),
acido metacrilico (MF) e dimetametacrilato de etilenoglicol (reticulador)
apresentaram alta capacidade de reconhecimento seletivo de fosfato
inorganico e diésteres de fostafato com menos de cinco 4tomos de
carbono, com um LD em torno de 10 nmol L™, o que se equipara com o0s
LD encontrados na literatura para EPC, sendo o primeiro EPC
modificado com polimeros molecularmente impressos a reconhecer a
porcao fosfato de uma molécula.

Os eletrodos aqui desenvolvidos abrem um campo inovador de
estudo para sensores de fosfato, com possibilidades de desenvolvimento
de produtos eficientes e seletivos para a detec¢do e quantificacdo de
fosfatos organicos e inorganicos.
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6 EXPERIMENTAL

6.1 REAGENTES E INSTRUMENTACAO

Os reagentes acido acrilico (AA), &cido metacrilico (AMA),
dimetacrilato de etilenoglicol (DMAEG), &cido butirico, acido valérico,
metilimidazol, azoisobutironitrila (AIBN), Amberlyst® 15, pentacloreto
de fésforo, carbonato de potassio, sulfato de sddio anidro, 1-butanol, 1-
pentanol e 1-octanol foram adquiridos de Aldrich. Os solventes
cloroférmio, metanol, etanol, acetona, &cido acético, acido cloridrico
foram adquiridos de Vetec ou Synth. Os solventes deuterados CDCl;,
DMSOdg foram adquiridos de Cambridge Isotope Laboratories.

O modelo fosfato de dipentila foi preparado conforme descrito
na literatura (Secéo 6.2).

O gas argonio foi adquirido de Praxair inc.

Os espectros de absor¢gdo no IV foram obtidos com
equipamento marca ABB Bomen, modelo FTLA 2000 - 100, ou marca
Varian, modelo 3100 FT-IR Excalibur series, ou marca Perkin Elmer,
modelo 16PC FT-IR. Os espectros de RMN de *H e RMN de “*C foram
obtidos em equipamento de marca Varian, modelo AS 400 ou de marca
Bruker, modelo AC 200. Os espectros de RMN de *'P foram obtidos em
equipamento de marca Bruker, modelo AC 200.

O diametro e distribuicdo de particulas poliméricas foram
determinados utilizando-se um equipamento de difracdo de LASER
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK).

A dispersdo de particulas foi realizada utilizando-se um
processador ultrassdnico UP200S (Hielsher, Germany).

As amostras para micrografia foram cobertas com ouro em
equipamento Leica EM SCD500 (Leica Microsystems, USA)

As micrografias foram obtidas em microscépio eletronico de
varredura JSM-6390LV (Jeol, USA).

6.2 PREPARO DO FOSFATO DE DIPENTILA

Preparou-se o éster dipentilico do &cido fosférico conforme
previamente descrito na literatura."®” Em um baldo de capacidade 100
mL, adicionou-se uma solugdo de N-metilimidazol (5,95 g, 75 mmol)
em cloroférmio seco (17,5 mL) a uma suspensdo de PCls (3,29 g, 15
mmol) em cloroférmio seco (32,5 mL) com agitacdo mecénica a
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temperatura ambiente, sob atmosfera de argdnio. Apds quatro horas,
sem isolar o sal formado, evaporou-se o solvente e, sob atmosfera inerte,
adicionou-se excesso de pentanol previamente seco com K,COs;. A
suspensao foi aquecida a 80 °C por uma hora. O excesso de pentanol foi
retirado como aze6tropo com &gua. A mistura reacional, adicionou-se
acetato de etila. A solucdo resultante foi lavada com HCI aquoso, brine e
agua. A fase aceto-etilica foi seca em Na,SO, anidro, filtrada,
rotaevaporada e posteriormente purificada por Kugelrohr resultando
num 6leo incolor (Esquema 6 composto 2). RMN de 'H (400 MHz,
CDCl5,8): 0,9 (m, 6 H) 1,4 (m, 8 H) 1,7 (m, 4 H) 1,9 (s, 1 H) 4,0 (dt,
Jan = 7 Hz, Jap = 7 Hz, 4 H) (Figura 14). RMN de **C (101 MHz,
CDCls, 8): 139 (5,1C)22,2(5,1C)27.6(5,1C)30,0(d, J=7Hz 1
C) 67,6 (d, J =6 Hz, 1 C) (Figura 15). RMN*'P (81 MHz, H3PO,, §):
0,00 (quin, J =7 Hz, 1 P) (Figura 16).

6.3 PREPARO DE MIPS/NIP POR POLIMERIZAGCAO EM BLOCO

6.3.1 PREPARO DE MIP1

Em tubo de ensaio de capacidade 100 mL dissolveu-se (238 mg,
1 mmol) do modelo fosfato de dipentila em (4,65 mL, 57,2 mmol) de
CHCI;. A essa solugdo adicionaram-se (171 pL, 2 mmol) de &cido
metacrilico. Agitou-se a mistura até completa dissolu¢do. Em seguida,
adicionaram-se (3853 pL, 20 mmol) de reticulador dimetacrilato de
etilenoglicol (DMAEG) e (33,5 mg, 0,2 mmol) de iniciador radicalar
AIBN. Novamente agitou-se a mistura até completa dissolucdo dos
componentes. Submeteu-se a solucéo a ultrassom em banho de gelo por
10 minutos para remog&o dos gases dissolvidos. Em seguida purgou-se o
conjunto com argdnio por 5 minutos.

Fechou-se o tubo e aqueceu-se gradualmente a até 60 °C,
ficando nessa temperatura por 24 horas. Quebrou-se o tubo e o bloco
polimérico resultante foi seco a 50 °C sob vacuo por 48 horas.

Apo6s seco, moeu-se o polimero em moinho de facas e
posteriormente em gral com pistilo e peneirou-se em trés fragdes
conforme o tamanho das particulas: F1 com diametro < 45 pum; F2 com
didmetro >45 um e <125 pum e F3 com didmetro > 125 um.

Submeteu-se as fragdes F1 e F2 a extracdo continua em Soxhlet
com 4acido acético (10%) em metanol por 24 horas para extracdo do
modelo e de mondmeros, iniciador, reticulador e porogéneo, em
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seguida, com metanol por mais 24 horas para extracdo do &cido acético.
Os rendimentos das fracbes F1 e F2 apds extracdo foram de
aproximadamente 15 e 80%, respectivamente. IV em KBr (ndmero de
onda em cm™, atribuicdo): 1730, estiramento C=0; 1162, estiramento C-
O; 2960, estiramento alifatico simétrico de C-H; 2992, estiramento
alifatico assimétrico de C-H (Figura 18).

6.3.2 PREPARO DE MIP2

Utilizou-se o método descrito para o preparo de MIP1
empregando-se, porém, fosfato de dipentila (119,1 mg, 0,5 mmol). IV
em KBr (nGmero de onda em cm™, atribuicéo): 1731, estiramento C=0;
1161, estiramento C-O; 2959, estiramento alifatico simétrico de C-H;
2992, estiramento alifatico assimétrico de C-H (Figura 19).

6.3.3 PREPARO DE MIP3

Utilizou-se o0 método descrito para o preparo de MIP1
empregando-se, porém, fosfato de dipentila (79,4 mg, 0,33 mmol). IV
em KBr (nGmero de onda em cm™, atribuicéo): 1731, estiramento C=0;
1161, estiramento C-O; 2961, estiramento alifatico simétrico de C-H;
2992, estiramento alifatico assimétrico de C-H (Figura 20).

6.3.4 PREPARO DE NIP

Utilizou-se o método descrito para o preparo de MIP1, porém,
sem a presenca do modelo fosfato de dipentila. IV em KBr (nimero de
onda em cm™, atribuicdo): 1730, estiramento C=0; 1159, estiramento C-
O; 2959, estiramento alifatico simétrico de C-H; 2991, estiramento
alifatico assimétrico de C-H (Figura 17).

6.4 TESTE DE POLIMERIZAGCAO POR PRECIPITACAO

Preparou-se um teste com polimerizacdo por precipitacdo
conforme previamente descrito.®® Em tubo de ensaio de capacidade 100
mL dissolveram-se o reticulador DMAEG (867 uL, 4,5 mmol) e o
mondmero funcional AMA (129 uL, 1,5 mmol) em cloroférmio (30
mL). Purgou-se a solucéo resultante com argénio por 15 minutos. Ap6s
a purga, adicionou-se o iniciador radicalar AIBN (17,5 mg, 0,1 mmol),
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guando selou-se o sistema e imergiu-se 0 mesmo em banho a 60 °C por
24 horas sem agitacéo.

Rotaevaporou-se a suspensdo obtida para retirada do porogénio.
Submeteu-se o polimero resultante a extragdo em Soxhlet com metanol
por 24 horas e secou-se sob vacuo por 24 horas a 40 °C. IV em KBr
(nGmero de onda em cm™, atribuicéo): 1731, estiramento C=0; 1156,
estiramento C-O; 2955, estiramento simétrico C-H alifatico; 2988,
estiramento assimétrico C-H alifatico (Figura 23). Andlise elementar: C
56 %, H 8 % e N 0 %.

6.5 PREPARO DE MIPS/NIPS POR POLIMERIZAGCAO POR
PRECIPITACAO

Os polimeros MIP6 a MIP10 foram preparados conforme
método previamente descrito.®®

6.5.1 PREPARO DE MIP6

Em tubo de ensaio de capacidade 100 mL adicionaram-se o
modelo fosfato de dibutila (156 uL, 0,76 mmol), o monémero funcional
AMA (261 pL, 3,0 mmol), o reticulador DVB-80 (2603 puL, 14,6
mmol), o porogénio acetonitrila:tolueno (3:1 v/v)(65 mL) e, por Gltimo,
0 iniciador radicalar AIBN (161,6 mg, 0,96 mmol). Fecharam-se 0s
tubos e, em banho de gelo, purgou-se a mistura reacional com argdnio
por 5 minutos e submeteu-se o conjunto (ainda no banho de gelo) a 10
minutos de sonicac¢do. Submergiu-se o tubo em banho de aquecimento
(inclinacdo de 45 °) a 25 °C girando-0s a 30 rpm e aqueceu-se de 25 a 60
°C em 2 horas. Manteve-se a rotagdo e temperatura de 60 °C por mais 24
horas. Filtrou-se o polimero precipitado, lavando-se com porogénio e
secou-se ao ar. Submeteram-se o0s polimeros a extragdo continua em
Soxhlet com solugdo de acido acético 10 % em metanol por 24 horas e
em seguida com metanol por mais 24 horas. Secou-se sob vacuo a 40
°C.

6.5.2 PREPARO DE MIP7

Utilizou-se o método descrito para o preparo de MIP6
empregando-se, porém, o mondmero funcional AA (211 pL, 3,0 mmol).
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6.5.3 PREPARO DE MIP8

Utilizou-se o0 método descrito para o preparo de MIP6
empregando-se, porém, o modelo fosfato de dibutila (208 uL, 1,0
mmol), os monémeros funcionais metacrilato de 2-hidroxietila (127 pL,
1,02 mmol), &cido metacrilico (87 pL, 1,0 mmol) e 1-vinilimidazol (93
pL, 1,0 mmol).

6.5.4 PREPARO DE MIP9

Utilizou-se o método descrito para o preparo de MIP6
empregando-se, porém, o modelo fosfato de dibutila (208 uL, 1,0
mmol), os monémeros funcionais AMA (174 uL, 2,0 mmol) e 1-
vinilimidazol (93 puL, 1,0 mmol).

6.5.5 PREPARO DE MIP10

Utilizou-se o0 método descrito para o preparo de MIP6
empregando-se, porém, o modelo fosfato de dibutila (208 uL, 1,0
mmol), o monémero funcional AMA (87 pL, 1,0 mmol) e 1-
vinilimidazol (186 pL, 2,0 mmol).

6.5.6 PREPARO DE NIP6 A NIP10

Utilizaram-se os métodos descritos para 0 preparo dos
respectivos MIPs, contudo sem o emprego de modelo fosfato de
dibutila.

6.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDOS
BUTIRICO E VALERICO POR ELETROFORESE CAPILAR

Efetuou-se a determinacdo de acido valérico com capilar de
silica fundida com 32 cm de comprimento total, 8,5 cm de tamanho
efetivo (comprimento da injecdo até o detector) e 50 um de didmetro
interno. A injecdo foi hidrodindmica (por pressdo) por 5 s a 50 mbar. A
deteccdo deu-se por método indireto, utilizando-se como eletrdlito de
corrida TRIS 30 mmol L™ + &cido 3,5-dinitrobenzéico (BGE) 15 mmol
L™ a pH 8,1 e comprimento de onda de 254 nm. A injecdo foi por
polaridade positiva, com tensdo de 30 kV aplicada para a separacao.
Como padréo interno utilizou-se acido 2-(N-morfolino)etanossulfonico
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(MES). Realizou-se um pré-condicionamento com BGE por 0,5 minutos
(Figura 43). O tempo total de analise de cada amostra foi de
aproximadamente 1,5 minutos.
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Figura 43 Exemplo de eletroferograma para eletroforese capilar de
acido butirico (a) e variagdo da area de sinal do analito com variacéo da
concentracao (b)
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6.7 REA(;OES DE ESTERIFICACAO UTILIZADAS NO ESTUDO
DE CATALISE

A reacdo de butandlise de &cido butirico efetuou-se com o
seguinte método: em baldo de duas bocas de capacidade 10 mL
adicionou-se 200 mg de Amberlyst 15 e 9,7 mL de 1-butanol. O
conjunto foi submetido a aquecimento em banho a 60 °C, sob agitacdo
magnética, por 30 minutos. Adicionaram-se 324 uL (1/30 mol em
relacdo ao alcool) de é&cido butirico (considerado tempo zero). A
primeira aliquota de 5 puL foi coletada em 5 minutos de reacdo e as
demais (de mesmo volume) a intervalos pré-determinados (5 min; 0,5;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5h; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0;
9,5; 10,0; 26,0 e 50 horas). Congelou-se cada aliquota tdo logo foi
coletada. Enviou-se o conjunto total das aliquotas de cada reacdo para
determinacédo da concentracdo de &cido por eletroforese capilar.

Todas as reagdes estudadas foram efetuadas conforme a reacéo
de butandlise de acido butirico, com modificacfes no acido empregado,
alcool, massa de catalisador e temperatura. Estas variaveis sdo
apresentadas na Tabela 7.

6.8 MIPS COMO MODIFICADORES DE ELETRODOS DE PASTA
DE CARBONO PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE
FOSFATOS

6.8.1 PREPARO DE SENSORES

O EPC convencional foi obtido pela mistura de grafite em p6 e
oleo mineral. Os EPCs modificados foram preparados misturando-se 30
mg de MIP ou NIP (modificadores) com 200 mg de grafite,
representando 15 % (em massa) do agente modificador no contetdo
total, e em seguida, adicionado-se Oleo mineral. Os eletrodos
modificados foram nomeados de acordo com o componente modificador
adicionado, sendo eles: EPCMIP1, EPCMIP2, EPCMIP3 e EPCNIP.
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6.8.2 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Utilizaram-se voltametria ciclica e voltametria de onda
guadrada como as técnicas principais para o desenvolvimento dos
procedimentos analiticos. O pré-tratamento eletroquimico consistiu de
aplicacdo de 25 ciclos voltamétricos sobre os eletrodos de trabalho
(EPCs) em HCI/KCI 0,1 mol L™ como eletrélito de suporte e
posteriormente foram aplicados mais 25 ciclos voltamétricos em KCI
0,5 mol L™ como eletrélito de suporte, aplicando-se um potencial (E) de
2,0 a -2,0 V com uma velocidade de varredura (v) de 200 mV.s™. A
técnica de voltametria ciclica foi também utilizada para caracterizagéo
do sinal eletroquimico do analito sobre os eletrodos modificados. Foram
aplicados ciclos voltamétricos entre 1,5 e -1,0 V na auséncia e na
presencga do analito para 0s EPCs sem e com modificacdo. A técnica de
voltametria de onda quadrada foi aplicada de 1,5 a -0,3 V a frequéncia
(f) de 40 Hz, amplitude (a) de 100 mV e incremento de potencial (AE)
de 8 mV, com todos os parametros sendo otimizados anteriormente.

A célula eletroquimica foi purgada com Nyg por 30 minutos
para eliminar 0 O, dissolvido na solucéo. Durante a voltametria de
onda quadrada o eletrodo foi submetido ao condicionamento com a
aplicacdo de -0,3 V por 30 s para limpeza eletroquimica do eletrodo de
trabalho, seguido pela aplicacdo de 1,5 V por 30 s para pré-concentracao
do analito junto a superficie do eletrodo de trabalho antes da varredura
na faixa de potencial previamente estabelecida.

6.8.3 CALCULOS ESTATISTICOS

Os valores de limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram obtidos utilizando o método baseado nos pardmetros das curvas
de calibragdo para os quatro eletrodos modificados. O método baseado
nos parametros Ca curva de calibracdo é estatisticamente mais
confiavel™, pois desconsidera a relacdo sinal-ruido causadora de
muito erros por representar um parametro dependente da técnica que se
usa. Neste método, o LD pode ser calculado de acordo com a expressao:

S

LD =3,3 S,
onde 3,3 representa o intervalo de confianca de 95%, s é a estimativa do
desvio padrdo do coeficiente linear da equagdo para a melhor reta da
curva de calibracdo, e Sb representa a inclina¢do da equacdo da melhor
reta da curva de calibracdo, para cada uma das curvas de calibragdo dos
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eletrodos modificados. Para um intervalo de confianca de 95%, o LQ
pode ser calculado de acordo com a equacao:
S
LQ =10—
Q 5,
O célculo da estimativa do desvio padrdo se dd como descrito

em Skoog*®®:
o 2i(yi —¥i)?
(n—-2)

Os valores de s estdo reunidos na tabela 2, assim como 0s
valores para Sh, que séo aqueles indicados nas equagdes de reta.
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