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Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um material sensor para
creatinina por impressdo molecular em estrutura polimérica (MIP) e a sua aplicagdo no
desenvolvimento de um dispositivo de natureza potenciométrica para a determinacao
da molécula alvo em fluidos bioldgicos. A creatinina é um dos biomarcadores mais
utilizados no acompanhamento da doenca renal, ja que € um bom indicador da taxa de
filtracdo glomerular (TFG).

Os materiais biomiméticos desenhados para interacdo com a creatinina foram
obtidos por polimerizagéo radicalar, recorrendo a monémeros de acido metacriclico ou
de vinilpiridina e a um agente de reticulacdo apropriado. De modo a aferir o efeito da
impressao da creatinina na resposta dos materiais MIP a sua presenca, foram também
preparados e avaliados materiais de controlo, obtidos sem impresséo molecular (NIP).
O controlo da constituicdo quimica destes materiais, incluindo a extracdo da molécula
impressa, foi realizado por Espectroscopia de Raman e de Infravermelho com
Transformada de Fourrier. A afinidade de ligacdo entre estes materiais e a creatinina

foi também avaliada com base em estudos cinéticos.

Todos os materiais descritos foram integrados em membranas selectivas de
elétrodos seletivos de ido, preparadas sem ou com aditivo i6nico lipéfilo, de carga
negativa ou positiva. A avaliacdo das caracteristicas gerais de funcionamento destes
elétrodos, em meios de composicado e pH diferentes, indicaram que as membranas
com materiais impressos e aditivo aniénico eram as Unicas com utilidade analitica. Os
melhores resultados foram obtidos em solucdo tampado Piperazine-N,N-bis(2-
ethanesulfonic acid), PIPES, de pH 2,8, condicdo que permitiu obter uma resposta
quasi-Nernstiana, a partir de 1,6x10° mol L. Estes elétrodos demonstraram ainda
uma boa selectividade ao apresentaram uma resposta preferencial para a creatinina
guando na presenca de ureia, carnitina, glucose, acido ascorbico, albumina, cloreto de
célcio, cloreto de potassio, cloreto de sddio e sulfato de magnésio. Os elétrodos foram
ainda aplicados com sucesso na analise de amostras sintéticas de urina, quando o0s
materiais sensores eram baseados em &cido metacrilico, e soro, quando os materiais

sensores utilizados eram baseados em vinilpiridina.

Palavras-chave: polimeros de impressdo molecular; elétrodos-seletivos de ido;

potenciometria; biomarcadores; creatinina.



Absiract

This work describes the development of a sensor material for creatinine,
prepared by molecular imprinting in a polymeric structure and its application in the
development of a device of potentiometric nature for the determination of creatinine in
biological fluids. Creatinine is one of the most commonly used biomarkers in monitoring

renal function, since it is a good indicator of glomerular filtration rate (TFG).

Different biomimetic materials designed to interact with creatinine were
synthesized by free radical polymerization using the monomers methacrylic acid or
vinylpyridine and an appropriate cross-linking agent. In order to assess the effect of the
imprinting in the response of the imprinted materials to creatinine, control non-imprinted
materials were also prepared. Raman spectroscopy and Fourier transformed infrared
spectroscopy were used to control the chemical composition of such materials and the
extraction of the imprinted molecule from the polymeric matrix. The binding affinity

between these materials and creatinine was also evaluated based on kinetic studies.

All of the described materials were incorporated into selective membranes in
ion-selective electrodes, prepared with or without ionic lipophilic additive, of positive or
negative charge. Evaluation of the analytical features of these electrodes in different
composition and pH media indicated that only membranes with imprinted materials and
anionic additive were of analytical interest. The best results were obtained with buffer
Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid), PIPES at pH 2.8, leading to a near-
Nernstian response from 1.6x10° mol L. These electrodes also showed high
selectivity, indicating a preferential response to creatinine in the presence of urea,
carnitine, glucose, ascorbic acid, albumin, calcium chloride, potassium chloride, sodium
chloride and magnesium sulfate. The electrodes were applied successfully to the
analysis of samples of synthetic urine, when the sensor materials used were based on
methacrylic acid, and serum, when the sensor materials used were based on

vinylpyridine.

Keywords: molecularly-imprinted polymers; ion-selective electrodes; potentiometry;

biomarkers; creatinine.
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1. Introducéo

Nos ultimos anos a comunidade cientifica tem apresentado uma preocupacdo crescente
relativamente a doenca renal, devido ao elevado do nimero de pessoas que sofrem desta
enfermidade. De acordo com dados mais recentes da Organizacdo Mundial de Saude, a
doenca renal encontra-se entre as vinte principais causas de morte em Portugal, ocupando
a 122 posicdo. Segundo dados de 2011, esta doenca provocou 2191 mortes em Portugal, o
gue corresponde a 2,71% do total de Obitos nesse periodo [1]. Segundo dados da
Sociedade Portuguesa de Nefrologia, estima-se que entre 500 a 800 mil pessoas tenham

algum tipo de limitacdo da funcéo renal [2].

A doenca renal corresponde a um processo cronico, praticamente assintomético na
fase inicial e de progressdo tipicamente silenciosa. Quando detectada, encontra-se
habitualmente nos seus estagios mais avancados, momento em que se torna mais dificil
implementar um tratamento eficaz e diminuir os efeitos colaterais associados. Neste sentido,
torna-se fundamental e urgente o diagndstico precoce da doenca renal [3]. Para este efeito,
os investigadores procuram ainda hoje identificar um conjunto de biomarcadores que
possam ser associadas a presenca de doenca renal. A monitorizacdo destes compostos
pode constituir uma ferramenta essencial, ndo invasiva, na triagem das pessoas com esta
doenca. A creatinina € um dos biomarcadores mais utilizados neste contexto e aquele onde

ndo restam duvidas sobre a sua indicagéo preditiva [4].

Os valores de creatinina na urina podem ainda associar-se a presencga de cancro do
estbmago. Esta associagdo decorre das diferencas observadas entre grupos de pessoas
saudaveis e de doentes com cancro do estdmago relativamente a razao iodo/creatinina na
urina. Enquanto cerca de 60% dos doentes incluidos num estudo apresentavam uma

deficiéncia do racio iodo/creatinina, 66,7% dos individuos saudaveis apresentavam valores

Ricardo Miguel Bessa de Castro
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iodo/creatinina normais e apenas de 14,3% destes individuos apresentavam deficiéncia
moderada [5].

A creatinina €, por isso, um biomarcador cuja monitorizagdo de rotina € de elevada

importancia na detecdo e/ou no acompanhamento da doencga renal ou cancro de estbmago.

1.1.A Creatinina

A creatinina € o nome trivial atribuido ao composto 2-Amino-1-metil-5H-imidazol-4-ona. Em
virtude da elevada ressonancia interna na sua estrutura, ela pode apresentar-se numa das
suas duas formas tautomeras, representadas na Figura 1.1 [6]. Do ponto de vista quimico,

pode dizer-se que a creatinina resulta da ciclizacdo espontanea da creatina.

A creatinina surge no organismo humano como produto da degradacdo da
fosfocreatina, a creatina fosforilada que fornece em condicdes anaerébias um grupo fosfato
a adenosina difosfato (ADP) durante os primeiros 2-7 segundos de esforco muscular ou
neuronal intenso. Em condi¢cbes normais, a creatinina produz-se de forma constante no

corpo humano, segundo uma taxa que é diretamente proporcional a massa muscular [7].

9 J
&

Figura 1-1 Estruturas tautoméricas da creatinina [8].

A creatinina é langada na corrente sanguinea e posteriormente eliminada pelo rim. A
creatinina é excretada essencialmente ao nivel da filtracdo glomerular, sendo livremente

filtrada pelo glomérulo [9,10]. Quando os rins apresentam alguma perturbagdo no seu

Ricardo Miguel Bessa de Castro
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funcionamento, verificam-se, por consequéncia, um aumento dos niveis de creatinina no

soro e uma diminui¢do desses niveis na urina.

Dado que a creatinina ndo é reabsorvida a nivel renal, nem metabolizada pelo
préprio rim, os niveis de creatinina no sangue e na urina podem, por isso, ser diretamente
relacionados com a qualidade da funcdo renal. Os parametros mais frequentemente
utilizados para este efeito séo a concentracdo da creatinina sérica (no soro), a depuragéo da

creatinina enddgena e a TFG, estimada com base na creatinina sérica [10].

1.2. A taxa de filtracdo glomerular

Os rins filtram o sangue e expulsam os produtos finais do metabolismo proteico, enquanto
preservam solutos especificos, como proteinas e outros componentes celulares [3]. Apenas
os nefrénios ativos do rim contribuem para a depuracado plasmatica, devendo a reducgéo do

seu numero implicar uma diminuigcéo global da taxa de filtracao de todos os nefrénios [10].

A capacidade do rim depurar uma substancia a partir do sangue € expressa pelo
volume de plasma que pode ser depurado dessa substancia por unidade de tempo,
vulgarmente reconhecido como TFG. Em condi¢Bes ideais, a substancia utilizada como
marcador de depuracdo devera ter a sua concentracdo plasmatica dependente unicamente
da depuracao renal, devendo o fluxo do marcador no filtrado glomerular ser igual ao fluxo do

marcador excretado.

Assim, sabendo que o fluxo do marcador filtrado é igual & TFG vezes a concentracao

plasmatica (P):

Concentracdo do marcador filtrado = TFG (ml/min) x P (mg/ml) (equagéo 1.1)

e que o fluxo do marcador excretado € igual ao produto da concentragdo na urina (U) e do

fluxo urinario (V),

Concentracdo do marcador excretado = U (mg/ml) xV (ml/min) (equacgéo 1.2)

o calculo da TFG pode ser obtido por:

Ricardo Miguel Bessa de Castro
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TG = I*V

(equacéo 1.3)

No caso especifico de utilizagcao de creatinina para o célculo da TFG, e desprezando-
se a percentagem reduzida de creatinina que € excretada por secrecdo tubular, isto €,

considerando que toda a creatinina urinaria é proveniente da filtracdo glomerular, pode-se

afirmar que:
TFG x flux0 e creatinina sérica = flUXO ge creatinina urinaria X flUXO urinario (equacdo 1.4)
TFG = fluxo de creatinina urinaria x fluxo urinario / fluxo de creatinina sérica (Equagao 1.5, [10])

A medida que a insuficiéncia renal progride, o valor da TFG diminui. Desta forma, a
doenca renal assume diferentes estagios segundo os valores da TFG, de acordo com a
tabela 1-1 [10,11].

Tabela 1-1 Relacdo entre varios estagios da insuficiéncia renal e a taxa de filtracdo molecular [11].

TFG

Estagio Descrigéo (mLmin por 1.73m?)
1 Afecdes renais (por exemplo, proteina na urina) com TFG normal >90

2 Afecdes renais com leve redugdo na TFG 60 a 89

3 Reduc¢éo moderada da TFG 30 a59

4 Reducéo grave da TFG 15a29

5 Faléncia renal <15

A TFG pode ainda ser estimada a partir da concentracdo seérica de creatinina,
podendo recorrer-se a diversas formulas para este efeito. A mais conhecida e amplamente
utilizada é a férmula de Cockcroft—-Gault expressa na equacdo seguinte, onde o factor F

varia consoante a superficie corporal do individuo em andlise:
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TEG = ( 7140 —idade)x peso( kg) y
72 xConcentragdo_ sérica_ de_ Creatinina( mg/100mL)

F (equacgéo 1.6 [12])

Torna-se, assim, fundamental a monitorizagdo na populacdo em geral, de modo mais
ou menos frequente, dos teores de creatinina na urina ou no soro. Para este efeito, é

possivel recorrer a varios métodos analiticos descritos na literatura.

1.3.Métodos de doseamento da creatinina

A creatinina tem sido determinada em fluidos biolégicos por métodos separativos, Opticos e
electroanaliticos. No essencial, incluem-se aqui métodos baseados em cromatografia idnica,
eletroforese capilar de zona, cromatografia eletrocinética micelar, isotacoforese capilar,
eletroforese capilar com utilizacdo de microchip, microanalise electroforética mediada com o
método Jaffe realizada em modo capilar e alguns métodos simples de espectrofotometria de
UV/Vis [13].

1.3.1. Métodos separativos

Os métodos separativos pressupdem, tal como o préprio nome indica, uma separacao fisica
dos constituintes de uma amostra, antes de se efetuar a medicao analitica. A cromatografia
e a eletroforese capilar (EC) sdo exemplos de técnicas utilizadas neste dominio para a

determinacédo de creatinina [14].

1.3.1.1. A cromatografia

A cromatografia € um método de separagcdo de componentes de uma mistura através da
distribuicdo dos seus componentes em duas fases. A fase estacionaria permanece fixa e a
fase modvel transporta 0s componentes da mistura através do meio utilizado. A fase
estacionaria atua como retardador de varios componentes de uma mistura, fazendo com
gue estes componentes se desloquem com menor velocidade do que a fase movel. O
movimento dos componentes na fase mével é controlado pelo significado das suas
interacbes com a fase movel elou estacionaria. Diferencas entre fatores, como a

solubilidade de certos componentes na fase movel e a forca da afinidade destes
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componentes para a fase estacionaria, fazem com que alguns componentes se desloquem
mais rapidamente do que outros, facilitando assim a separagdo de varios componentes

dentro de uma mesma mistura.

Os métodos cromatograficos encontrados na literatura para determinar creatinina
incluem, de uma forma geral, procedimentos de separacdo prévia, baseados em materiais
adsorventes que permitem descriminar a creatinina dos demais analitos. Estes métodos

encontram-se devidamente revistos na referéncia [12].

Apesar dos métodos cromatograficos permitirem determinar creatinina em amostras
complexas com um elevado grau de seletividade, estes métodos ndo sdo adequados a
andlises de rotina, sobretudo quando se pretende determinar apenas creatinina [15]. Os
métodos cromatograficos sdo tipicamente morosos, no que respeita ao tratamento de
amostras e a elaboracdo de curvas de calibracdo, e dispendiosos, no que se refere ao
equipamento necessario e a necessidade de utilizacdo de reagentes com elevado grau de
pureza. Além disso, estes métodos utilizam geralmente solventes organicos, pelo que a sua

utilizacdo num regime de rotina pode tornar-se nociva para o meio ambiente [16].

Outra técnica separativa para a determinacéo de creatinina é a EC, que se apresenta

de seguida.

1.3.1.2. A eletroforese capilar

A EC é uma técnica de separacdo de alta eficiéncia baseada na migracdo de espécies
eletricamente carregadas ao longo de um condutor liquido, por aplicacdo de um campo
elétrico num tubo capilar [17]. A utilizacdo de tubos capilares minimiza as limitacdes relativas
ao efeito Joule, uma vez que a geometria do capilar (elevada area superficial interna
relativamente ao volume) favorece a dissipacéo do calor gerado pela passagem de corrente
elétrica. Assim, existe a possibilidade de aplicar campos elétricos elevados, resultando

numa maior eficiéncia e numa reducgéo do tempo de analise [18].

Do ponto de vista instrumental, a EC compreende uma fonte de alta tenséo
regulavel, ligada através de elétrodos a dois reservatorios que contém uma solugdo de
eletrolitos (geralmente uma solugéo tampé&o aquosa). Um dos elétrodos é ligado a um cabo
condutor da fonte e o outro é conectado a um fio de terra, resultando assim na obtencgéo de
um anodo e de um céatodo, respectivamente. De seguida, um tubo capilar de silica fundida é
preenchido com uma solucdo de eletrolitos apropriada e o volume de solucdo da amostra a
analisar é introduzido na extremidade frontal do capilar (usualmente o anodo), através da

substituicdo de um dos reservatorios da solugdo tampé&o por outro que contenha a amostra.
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ApOs a introducdo da amostra, as extremidades do capilar e os elétrodos sdo imersos nos
reservatorios para efetuar o contacto elétrico. A detecdo dos compostos separados é feita
na extremidade terminal do capilar. Na figura seguinte apresenta-se um diagrama

esquematico do sistema de EC [17,18].

Sistema de
aquisicao de dados

Fonte de
alta tensao

Detector g |
-

b — —

S ————.

Anodo

Capilar
Catodo

..
]
:

=N/

Reservatorio Reservatorio

- 2

Figura 1-2 Diagrama esquematico de um processo de eletroforese capilar [18].

A aplicacdo de um potencial elétrico através de um tubo capilar gera fluxos
eletroforéticos de espécies iénicas e eletro-osmoticos (em inglés, Electroosmotic Flow, EOF)
de solugbes eletroliticas. O movimento electroforético € préprio da espécie idnica. Desta
forma, os catides migram em dire¢do ao catodo (elétrodo negativo) e os anides migram em
direcdo ao anodo (elétrodo positivo) e a mobilidade serd tanto maior quanto maior for a
carga e menor for o tamanho do ido. Por sua vez, 0 movimento eletrosmético origina-se no
anodo e segue em direcéo ao catodo, conduzindo os i6es do soluto ao longo do capilar em
direcdo ao detector. O fluxo eletrosmotico € devido a ionizacdo dos grupos silanodis acidos
(SiOH) existentes na parede interna do tubo capilar de silica quando estdo em contacto com
a solucdo tampéo. O fluxo eletroforético (das espécies idnicas) depende da velocidade de
cada ido e do EOF. Assim os catides chegardao mais rapidamente ao detector pois possuem

migracdo eletroforética na mesma direcdo do EOF, as espécies neutras deslocam-se a
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mesma velocidade do EOF e os anibes mais lentamente, ja que seus movimentos
eletroforéticos sao opostos ao fluxo eletrosmotico (séo atraidos pelo &nodo). Contudo, todas
as espécies do analito presentes serdo direcionadas para o sistema de detecao pelo EOF,
pois este possui uma velocidade maior que a dos ibes [18, 19].

E possivel encontrar na literatura alguns métodos que recorrem a EC para a
determinacgédo de creatinina, recorrendo a detecao por espectrometria de massa [20,21], por
fluorescéncia [22] ou por condutancia [23]. Embora a EC possa ser utilizada na separacdo
de uma grande variedade de espécies quimicas, esta requer algumas amostras etapas de
pré-tratamento antes da analise propriamente dita. Entre essas etapas encontram-se: a
extracdo, a filtracdo, a centrifugacdo e a diluicdo, que ndo sendo realizadas em linha,
conduzem a um aumento do tempo de analise, a um acréscimo dos riscos de contaminacéo
das amostras, a perda de precisdo das medicbes, a perda de analitos e a utilizacéo

indesejavel de reagentes e solventes toxicos [24].

Por estas razdes, nem a cromatografia nem a EC apresentam a simplicidade e a
rapidez necessarias a determinacdo de creatinina em modo de rotina. Em alternativa a estas

técnicas separativas, € possivel também encontrar métodos 6éticos na literatura.

1.3.2. Métodos oticos

Os métodos 6ticos baseiam-se na interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a matéria. A
radiacdo eletromagnética ao atingir a matéria analisada sofre alteracbes no seu
comportamento, podendo ser absorvida, dispersa ou reemitida, promovendo ou ndo uma
variacdo do comprimento de onda. Podem igualmente ocorrer variacdes nas propriedades
da radiagdo absorvida, tal como uma mudanca do estado de polarizagdo. Os fendmenos
oticos existentes incluem a emisséo, absorgdo, disperséo, dispersédo, reflexado e polarizacéo,

em toda a gama do espectro eletromagnético.

Os métodos Opticos para a determinagéo de creatinina baseiam-se na conversdo da
creatinina num composto corado, seja esta conversdo por meio de reagcdo quimica ou
bioguimica. A propriedade 6tica medida é sempre a absor¢édo de luz, num comprimento de
onda especifico, tipicamente igual ao valor de maxima absorcdo nas condi¢bes de ensaio
utilizadas. Representa-se na Figura 1.3 o0 esquema geral de funcionamento deste método
[12].
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Comprimento de
onda selecionado Detetor

Rede de Amostra

difracéo
® Fonte de Luz

Figura 1-3 Esquema de sistema de espectrofotometria [12].

A maioria dos métodos 6pticos utilizados para a determinacdo de creatinina baseia-se
na reacdo de Jaffe. Nesta reacdo, a creatinina reage com picrato, em meio alcalino, dando
origem ao aparecimento de uma tonalidade alaranjada na solugdo. O mecanismo pelo qual
a reacdo progride continua, no entanto, por elucidar. Podem encontrar-se na literatura varios
estudos sobre este tema, mas sem identificacdo inequivoca da estrutura do(s) produto(s)
final(is) ou do percurso reacional em causa [25-27]. Uma das grandes limitacbes deste
método € a sua reduzida seletividade, sofrendo interferéncia de varios homologos
estruturais da creatinina (glicociamidina, 5-metilglicociamidine e 5-metilcreatinina) e de
outros compostos presentes em amostras bioldgicas como ascorbato, piruvato e glucose

[28]. A temperatura e o pH afetam, também, significativamente os resultados [28,12].

Os métodos alternativos a reacdo de Jaffe sdo baseados essencialmente em
sistemas enzimaticos, que monitorizam a creatinina com base na sua conversao a creatina
[28-30]. De uma forma geral, a creatinina é convertida por catalise enzimatica da creatina
guinase ou creatina hidrolase em creatina, que por sua vez é transformada em fosfato de
creatina com consumo de adenosina trifosfato (ATP). A adenosina difosfato (ADP) resultante
desta primeira etapa reage com piruvato fosfoenol numa reacdo catalisada pela piruvato-
guinase, produzindo piruvato que é um composto que pode ser medido por métodos 6pticos

(espectrofotometria) [31].

Apesar da falta de detalhes tedricos sobre a transformagéo quimica em causa na
reacdo de Jaffe e da interferéncia de alguns constituintes nas amostras, esta reagéo
continua a ser, ainda hoje, a base dos métodos mais utilizados na monitorizagdo de

creatinina em amostras bioldgicas [32,33]. Os motivos da sua ampla utilizacdo prendem-se
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sobretudo com a elevada simplicidade do método, com o seu reduzido custo, e com um
desempenho analitico aceitavel na gama de concentragdes de interesse para as amostras

em causa.

Numa era de elevado cariz tecnologico, torna-se assim essencial o desenvolvimento
de um método simples e seletivo, que permita a monitorizacdo de creatinina de uma forma
rapida e eficaz. Em alternativa aos métodos 6pticos e separativos ja descritos, surgem 0s

métodos electroanaliticos.

1.3.3. Métodos electroanaliticos

Os métodos electroanaliticos sdo métodos instrumentais de analise, assim designados por
recorrerem a medidas de uma propriedade de natureza elétrica, como potencial (V) ou
corrente (I), para determinarem a concentragdo de um analito. Relativamente a outros
métodos instrumentais, as principais vantagens destes métodos sao: (a) seletividade e
especificidade para um determinado elemento; (b) necessidade de utilizacdo de
equipamento pouco dispendioso; (c) possibilidade de obtencdo de informacdo sobre
estequiometria e constantes de equilibrio, velocidade e reversibilidade de reacdes; (d) e
grande sensibilidade com baixos limites de detecdo. Sao varias as técnicas instrumentais no
dominio electroanalitico, dependendo da propriedade medida e das condicdes elétricas

durante o ensaio [34].

A potenciometria e a amperometria tém sido as técnicas mais utilizadas no contexto
da determinacdo de creatinina em amostras biolégicas, recorrendo invariavelmente a
reacdes enzimaticas acopladas a biossensores [35]. O recurso a reacbes de
anticorpo/antigeno encontra-se também descrito na literatura, mas a detecdo é realizada
indiretamente, via reacdo da glucose com a superficie sensora e subsequente monitorizagdo
do peréxido de hidrogénio produzido amperometricamente [36]. A detecdo indireta de um
marcador redox derivado de quinona encontra-se também descrita como meio de
monitorizacdo da ligagdo da creatinina ao seu anticorpo [37]. Um método eletroanalitico
mais recente propfe a determinacdo de creatinina com base no acompanhamento
eletroquimico da reacado de Jaffe [38], estando por isso associado a todas as desvantagens

decorrentes da utilizagdo desta reacao.

Uma das técnicas de natureza elétrica ainda por explorar é a detecdo
potenciométrica direta de creatinina com recurso a materiais biomiméticos, capazes de

incorporar o composto alvo numa membrana e de promover variagdes de potencial Uteis do
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ponto de vista analitico. Esta técnica € por isso alvo de estudo no presente trabalho e passa
a ser descrita de seguida.

1.4.Potenciometria

A potenciometria € uma técnica que estabelece relacdes entre a diferenca de potencial de
dois elétrodos mergulhados numa solucao, em condi¢Bes de corrente nula, e a atividade de
espécies presentes na referida solugdo. Um dos elétrodos é denominado por elétrodo de
referéncia e deve manter o seu potencial constante; o outro elétrodo é o indicador e deve
variar o seu potencial com a concentracao do ido alvo, de modo previsivel [39]. O contacto

elétrico entre os dois elétrodos € garantido através de ponte(s) salina(s).

A aplicacdo da potenciometria em quimica analitica é vasta, sendo, sobretudo, de
natureza quantitativa. Esta aplicacdo teve inicio em 1889 pela equacao de Nernst, sendo
restrita a elétrodos metalicos em equilibrio com a sua espécie redox. Quase duas décadas
mais tarde, em 1906, Max Cremer detetou a formacdo de um potencial elétrico na sequéncia
do contacto de dois liquidos de pH diferente em lados opostos de uma mesma membrana
de vidro [40]. Pouco depois, Fritz Haber e Zygmunt Klemensiewicz basearam-se no principio
descoberto por Max Cremer, para, em 1909, criarem o primeiro elétrodo de vidro como
instrumento analitico [41]. Nos anos 30 surge o primeiro elétrodo comercial de medicdo de

pH, produzido por Arnorld Beckman [42,43].

A evolugcdo da eletronica possibilitou, entretanto, melhorias significativas na
amplificacdo do sinal elétrico emitido pelos equipamentos de medida, com subsequente
diminuicdo do ruido. Este aperfeicoamento conduziu ao aparecimento de aparelhos de
menores dimensdes e que apresentavam melhor desempenho [41]. Por volta dos anos
sessenta, surge o primeiro aparelho de medicdo de pH portatil, desenvolvido e produzido
pela firma Jenco Electronics e comercializado pela firma Cole-Parmer. Nesta altura, a
potenciometria estava presente na maioria dos laboratérios devido a utilizagdo de elétrodos
de vidro para monitorizar o pH, e de alguns elétrodos metdlicos constituidos por um metal
revestido de um dos seus sais. Estes elétrodos eram, no entanto, rudimentares, mostrando
diversas debilidades, tais como falta de reprodutibilidade, fraca estabilidade e longos tempos

de resposta.

O aparecimento de elétrodos seletivos de ido (ESIs) comercializados na Hungria, por
volta de 1965, foi o inicio desta nova fase de desenvolvimento técnico nesta area. Esses

elétrodos eram seletivos a Ag”, a ClI', a Br e a I. Em 1966 surgiu um elétrodo sensivel a F’
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[44]. Esta unidade produziu um grande impacto na época devido & importancia da analise
deste ido em aguas potaveis, as dificuldades associadas ao processo analitico convencional
e as 6timas caracteristicas do elétrodo. No ano seguinte Ross concebeu, pela primeira vez,

um elétrodo em que o sensor era um liquido mantido num suporte inerte (Figura 1-4).

Referéncia
internade
platina

KI/l,

KCI, 3M

Figura 1-4 Sistema de referéncia para o elétrodo de pH de “Ross”.

A introducao de um novo conceito de membranas seletivas de natureza polimérica foi
0 passo seguinte nesta evolucdo. Este conceito foi introduzido por Thomas e Moody,
recorrendo a membranas de poli(cloreto de vinilo), PVC, para a imobilizacdo do sistema
sensor. Esta modalidade revolucionou o fabrico de elétrodos seletivos de ifes de
membrana, tornando os ESIs mais faceis de manusear e apropriados a aplicagdes clinicas,

levando & miniaturizagdo subsequente dos elétrodos enquanto dispositivos sensores.

Nos anos 80, a comunidade médica dispunha ja de diversas metodologias de
medicao de ibes, recorrendo a unidades de ESI. De acordo com a Sociedade Americana de
Patologistas, o nimero de ESIs disponiveis nesta década para medi¢cbes de eletrolitos
aumentou substancialmente [45], vindo a substituir os analisadores de fotometria de chama
de entdo. Como se pode verificar na tabela 1-2, em 1980 apenas 15% dos laboratérios

usavam ESls, e em 1985 essa percentagem subiu para cerca de 70% [45].

Ricardo Miguel Bessa de Castro

2012/2013 pag. 12 —



Tese de Mestrado ISEp Gasmes

“Desenvolvimento e aplicacdo de um biossensor para monitorizacdo de creatining,
um biomarcador associado a doencas emergentes”

Tabela 1-2 Numero de laboratérios que utilizavam ESls e analisadores de fotometria de chama
para medi¢cbes de eletrolitos [45].

Ano 1980 1982 1983 1984 1985
ESls 1038 2272 3115 3627 4312
Chama 4823 4123 2862 2063 1877

Atualmente estdo descritos diversos elétrodos seletivos de ides na literatura que se
apresentam em variadas configuracdes e maioritariamente com membranas poliméricas de

condutor moével.

As principais vantagens dos ESls em relacdo as outras técnicas analiticas sdo: (a) a
resposta rapida a variacbes alargadas de concentracdo do analito; (b) a elevada
estabilidade em amplas gamas de concentracdes e ao longo do tempo; (c) o baixo custo de
detectores baseados em ESlIs e restante equipamento, podendo ser facilmente construidos
em laboratdrio; (d) a auséncia interferéncia de cor ou turvacdo das amostras; (e) a elevada
seletividade; (f) e a grande facilidade de operacdo, tornando-se por isso ideais para

aplicacdo em andlise clinica [46].

1.4.1. Consideracfes tedricas

Segundo a definicdo da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), 1994,
um ESI é um sensor eletroquimico, baseado num pequeno filme ou numa membrana
seletiva como elemento de reconhecimento. Estes sistemas sdo distintos de sistemas que
envolvam reacgbes de oxidacdo/reducdo. O termo elétrodo especifico de ides nédo €
recomendado, pois henhum elétrodo é verdadeiramente especifico para uma espécie idnica
[47]. As diferencas de potencial medidas (potencial ESI versus potencial de elétrodo de
referéncia) sdo linearmente dependentes do logaritmo da atividade de um dado i&o em

solucéo, variando de acordo com a equacéo 1.7,

303RT

E ="Constante" + 2’— xloga, (equagéo 1.7)
A

em que E: valor experimental de potencial de um ESI; R: constante dos gases perfeitos,

8,3144 J K™ mol™; T: temperatura termodinamica, K; F: constante de Faraday, 9,64846x10*
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C mol™; z,: carga do ido principal; a,: atividade do ido principal, mol L™ ou mol kg™*; e
“constante”: inclui o potencial normal do elétrodo seletivo, o potencial do elétrodo de
referéncia e o potencial de juncéo liquida, mV.

O tracado grafico da atividade do ido em funcdo da diferenca de potencial
corresponde a curva de calibragéo potenciométrica (Figura 1-5). O limite inferior de resposta
linear (LIRL), o limite de detecédo (LD) e o declive séo os trés parametros mais relevantes de
uma curva de calibragéo [47]. O valor de intercegcdo entre os segmentos que prolongam o
comportamento linear e o ndo linear corresponde ao valor de LD, ao passo que o LIRL é
determinado pelo valor de concentracdo minimo a partir do qual a resposta potenciométrica
tipica pode ser considerada um comportamento linear. A sensibilidade da resposta
potenciométrica é traduzida pelo seu declive, esperando-se um valor de cerca de 59.6/Zx

mV década™, em condicBes normais de presséo e temperatura.

A

=

N Declive

E (mV/década)

[&]

3

©

©

IS

Q

Q)
LIRL -
—- /

1 2 3 4 5 6 _og 8,0

Figura 1-5 Caracteristicas gerais da curva de calibragéo.

Para que o valor de concentragdo da espécie possa ser utilizado em detrimento da
atividade, é necessario proceder-se ao ajuste da forca ionica (1) das solugbes. O valor de

forca i6nica traduz, de forma simples, a carga ionica global da solucdo, correspondendo a
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medida da intensidade do campo elétrico devido a presenca de ibes em solucdo. Esta
entidade é calculada pela equacaol.8,

1 n
|:—ZC.Z.2 (equacio 1.8)

na qual ¢; é a concentracdo do ido, em mol L™, e z; a carga do id0. Do ponto de vista pratico,
a forca ionica das solucdes é ajustada com eletrélitos simples, que ndo contenham o ido

principal a medir.

O tempo de resposta é outra propriedade utilizada para avaliar o desempenho de
ESIs. Segundo as recomendacbGes da IUPAC, o tempo de resposta de uma célula
potenciométrica é o tempo que decorre entre 0 momento em que os elétrodos indicador e de
referéncia sdo colocados em contacto com uma solugdo da amostra (ou na qual se varia a
atividade ou concentragédo de iao principal) e o primeiro momento em que o declive AE/At
iguala um valor limite previamente estabelecido (Figura 1-6). O valor limite € definido com
base em questdbes de ordem experimental ou na exatiddo desejada para a leitura

potenciométrica [47].

A seletividade sera provavelmente a propriedade analitica mais relevante de um ESI,
traduzindo a sua capacidade em distinguir o i&o para o qual o ESI é seletivo (A) de outros
ibes presentes na solucdo (B). A influéncia do ido coexistente é traduzida pela sua
concentracdo e pelo coeficiente de seletividade potenciométrica correspondente, K™ g.

Este efeito esta patente na equacédo de Nicolsky-Eisenmam, equacéo 1.9,

2,303RT N z «
E= constante+’Z—Flo{aA +> K%, (ag) %Bi} (equag&o 1.9)
A i=1

na qual E: valor experimental de potencial de um ESI; R: constante dos gases perfeitos,
8,3144 J K* mol™; T: temperatura termodinamica, K; F: constante de Faraday, 9,64846x10*
C mol™; aa: atividade do ido principal, mol I* ou mol kg™; ag: atividade de espécie i6nica
interferente; z,: nimero inteiro de sinal e magnitude da carga do ido principal; zg: nimero
inteiro de sinal e magnitude da carga de ides interferentes; “constante”: inclui o potencial

normal do elétrodo seletivo, o potencial do elétrodo de referéncia e o potencial de juncéo
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interferente [47].

ap. coeficiente de seletividade potenciométrica relativamente ao ido

o
AE ;
1mV

At

t (AE/Af)

tempo de resposta

— tempo
Figura 1-6 Representagao grafica do tempo de resposta, t (AE/At), de uma célula de elétrodo
seletivo de ido, considerando uma espécie idnica de carga +1.

Os coeficientes de seletividade potenciométrica podem ser calculados através de
diversos métodos, tais como o método das solugbes separadas, 0 método das solucdes
mistas e 0 método matched potential. Os valores fornecidos por cada um destes métodos
devem ser interpretados como valores simplesmente orientadores do grau de seletividade,
uma vez que cada um destes apresenta limitagdes inerentes a sua base teorica. No geral,
os dois primeiros estao subjacentes a erros decorrentes da resposta ndo Nernstiana de um
ESI aquando da presenca de um interferente [48,49]. O terceiro método ndo depende da

condices reais.

resposta Nernstiana e, apesar de ser desprovido de sustentacdo tedrica, ser& o mais
recomendado quando o objetivo é a aplicacdo pratica do dispositivo desenvolvido em
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1.4.2. Elétrodo de referéncia

Um elétrodo de referéncia apresenta um potencial virtualmente constante nas
condi¢des utilizadas para uma determinada medi¢cdo eletroquimica, uma vez que o seu
potencial é funcdo de uma espécie cuja concentracdo permanece inalterada durante toda a
determinacdo. Um elétrodo de referéncia deve apresentar as seguintes caracteristicas: (a)
potencial eletroquimico estavel e bem definido; (b) impedancia nula ou préxima de zero; (c)
ser de facil preparacao; (d) permitir o ajuste rapido e preciso do potencial; (e) e histerese
térmica desprezavel, isto é, o potencial do elétrodo deve responder prontamente a uma
variacdo de temperatura, mas assim que a temperatura inicial for restabelecida, o seu

potencial deve voltar ao valor inicial.

O elétrodo de calomelanos, o de cloreto de prata/prata e o de padrao de hidrogénio

representam alguns exemplos de elétrodos de referéncia mais representativos [47].

1.4.2.1. Elétrodo de calomelanos

z

O elétrodo de calomelanos é constituido por um fio de platina em contacto com
calomelano (cloreto de mercurio I) e uma solucdo de cloreto de potassio de concentragcéo

conhecida, apresentando uma configuracao tipica analoga a apresentada na Figura 1-7.

Fio Orificio de
conductor ~ ]l || { — enchimento
Pt Sy
HH
Sélido 41T Hs
de KCle =
Hg,Cl, ==
| __— Porosa

X

Solugao
saturada
deKCle
Hg,Cl,

Figura 1-7 Elétrodo de calomelanos.
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Tipicamente, a solucdo de calomelano pode ser de concentracdo iguala 0,1 oua 1,0
mol L™ ou saturada. Dependendo da concentracéo usada, o elétrodo pode ser designado
por elétrodo de calomelano decimolar, elétrodo de calomelano molar ou elétrodo de
calomelano saturado. O elétrodo de calomelano saturado é dos trés o mais usado, mas
apresenta a desvantagem do seu potencial variar com a alteragédo da temperatura, algo que

€ menos evidente para os elétrodos com concentracdes de calomelano inferiores.

Os elétrodos de calomelano foram amplamente utilizados em medidas
potenciométricas associadas a medidores de pH ou a medidores seletivos de ides [50]. No
entanto, estes elétrodos foram hoje genericamente substituidos por outros igualmente
estaveis e menos toxicos do ponto de vista ambiental, como é o caso dos elétrodos de

prata/cloreto de prata.

1.4.2.2. Elétrodo de prata/cloreto de prata

O elétrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI) é o elétrodo de referéncia de eleicdo
para muitas analises eletroquimicas, uma vez que, é facil de preparar, bastante estavel e
robusto e de custo reduzido. Ser4 seguramente o elétrodo de referéncia mais utilizado a

nivel mundial atualmente.

Este elétrodo é constituido por um fio de prata, com um revestimento eletrolitico de
uma fina camada de cloreto de prata, que se encontra mergulhado, geralmente, numa
solucdo de cloreto de potassio, com concentracdo conhecida, saturada por cloreto de prata

(Figura 1-8).

Neste elétrodo o potencial depende diretamente da concentragdo de cloreto presente
nesta solucdo, pelo que esta solucdo deve ser preservada de qualquer contaminagdo
externa. Para este efeito, o0 compartimento que contém esta solugdo € rodeado por um
compartimento externo, que previne qualquer difusdo de iBes exteriores para esta solucao.
A ligacao elétrica entre estes compartimentos e a solugdo de medida é assegurada através
de juncgdes idnicas, constituidas com base em pontes salinas. Estes elétrodos sdo, por isso,

habitualmente designados por elétrodos de dupla juncéo.
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Figura 1-8 Esquema representativo de um elétrodo de prata/cloreto de prata de dupla juncéao.

1.4.2.3. Elétrodo padrdo de hidrogénio

7

O elétrodo de hidrogénio é utilizado como referéncia universal para os potenciais de
elétrodo, podendo ser considerado como elétrodo de referéncia primario ou padrdo. Este
elétrodo é composto por um fio de platina no interior de um tubo, no qual o hidrogénio
penetra por uma entrada lateral, escapando no fundo através da solucdo em estudo (Figura
1-9). Em contacto com a solugéo teste encontra-se uma folha metalica de platina, ficando
parte desta permanentemente imersa na solugdo, para evitar a interrupcdo da corrente

elétrica.

O uso de um elétrodo padrdao de hidrogénio, como elétrodo de referéncia é
impraticAvel em andlises de rotina, uma vez que possui diversas especificidades nédo
compativeis com uma rotina normal de trabalho laboratorial. O facto de 0 mesmo nao poder
ser usado na presenca de agentes oxidantes ou redutores e de necessitar da alimentagéo
de uma corrente de hidrogénio puro a uma determinada pressao, sdo algumas das

condicionantes para o uso deste elétrodo como referéncia no dia-a-dia.
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Figura 1-9 Esquema de um elétrodo padréao de hidrogénio [51].

A utilizacdo de outros elétrodos de referéncia, mais baratos e que ja se encontram
montados, ficando, assim, disponiveis para o uso imediato, apresenta-se como uma solucéo
mais viavel quando comparamos com este elétrodo [50], sendo de facto o elétrodo de

prata/cloreto de prata aquele de uso mais corrente.

1.4.3. Elétrodo indicador

Tal como referido anteriormente, o potencial de um elétrodo indicador varia de acordo com
variacBes de concentracdo da espécie ibnica a ser determinada e para a qual o elétrodo
indicar é seletivo. Entre outros requisitos mais especificos, um elétrodo indicador deve
apresentar (a) elevada sensibilidade a espécie a ser determinada; (b) elevado grau de
reprodutibilidade; (c) e resposta rapida a variacdo de concentragdo da espécie em estudo.
Existem diferentes tipos de elétrodos indicadores, que podem ser divididos genericamente

em dois grupos: os elétrodos metalicos e os ESI [50].

1.4.3.1. Elétrodos metalicos

Os elétrodos metdlicos sédo aqueles que originam resposta potenciométrica face a presenca
de um metal, podendo estar ou ndo na presenca da sua espécie oxidada. Estes elétrodos
sdo, por sua vez, divididos em quatro grupos diferentes: os elétrodos inertes, os elétrodos

de primeira espécie, os elétrodos de segunda espécie os elétrodos de terceira espécie.
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Nos elétrodos inertes, tal como o nome indica, existe um metal inerte imerso numa
solucdo aquosa, onde o metal serve apenas para facilitar uma troca reversivel de eletrbes
através da sua superficie com os eletrélitos da solugéo e por isso ndo estdo sujeitos a
reacoes de oxidagéo ou reducao.

Os elétrodos de primeira espécie sao constituidos por um metal mergulhado numa
solugdo contendo ibes da mesma espécie do metal onde ocorrem trocas reversiveis de ibes
dessa espécie. Na pratica, apenas a prata e o mercurio se classificam como elétrodos de
primeira espécie, pois sdo capazes de funcionar como elétrodos indicadores dos seus

préprios ibes exibindo caracteristicas reversiveis e Nernstianas.

Os elétrodos de segunda espécie sdo compostos por um metal revestido por um sal
pouco soluvel ou por um complexo deste metal imerso numa solugdo contendo o ido que
forma o sal ou o complexo. Estes elétrodos sédo utilizados para medir a atividade do aniao

com o qual o catido de um outro metal forma precipitado ou complexo.

Por dltimo, os elétrodos de terceira espécie sdo constituidos por um metal em
contacto com um sal pouco soltvel do proprio metal e por um sal menos sollvel de um
segundo metal, com os dois sais envolvendo um ido comum [50]. Caracterizam-se por
apresentarem uma baixa seletividade, ja que se o potencial gerado depende de um conjunto

de reacdes quimicas.

De uma forma geral, os elétrodos metdlicos ndo sdo utilizados hoje em dia na
gualidade de elétrodos indicadores, mas sim como elétrodos de referéncia. Tal como
referido anteriormente, a sua configuracdo nesta condicdo apresenta-se habitualmente com
uma dupla juncéo, ja que nesta o contacto do metal e da sua espécie oxidada € limitado a
sua solucdo de referéncia interna. A auséncia de qualquer contacto intimo deste conjunto
com a solugdo de medida assegura a manutencdo de um potencial estavel ao longo das

medidas potenciométricas, um requisito essencial para um elétrodo de referéncia.

1.4.3.2. Elétrodos seletivos de ido

Os ESI sao elétrodos que apresentam uma membrana seletiva que confere ao
dispositivo uma elevada seletividade de resposta para um dado ido. Na interface membrana
do elétrodo/solucdo é estabelecido um potencial estavel, que quando combinado com um

elétrodo de referéncia constitui uma célula eletroguimica funcional.

Tipicamente, as membranas seletivas incorporam o ido a medir por reacdes de

complexacdo, cristalizagdo ou permuta iénica, e devem ter baixa solubilidade aguosa, uma
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vez que se encontram em contacto direto com a solucdo, baixa condutividade elétrica e
permitir reacdes seletivas para com o analito. Do ponto de vista fisico, os elétrodos de
membrana podem apresentar-se com membranas de natureza cristalina e ou ndo cristalina
[47.

1.4.3.2.1. Elétrodos de membrana cristalina

Os elétrodos cristalinos sdo compostos por material eletroquimico responsavel pela
resposta do elétrodo com i6es modveis carregados por uma carga e uma estrutura fixa de
carga oposta. As membranas existentes nestes elétrodos designam-se por homogéneas,
guando a mesma é constituida por um Unico componente, ou heterogéneas, quando a
substancia ativa ou a mistura de substancia ativas € incorporada numa matriz inerte [47]. Do
ponto de vista préatico, estas membranas estabelecem um potencial interno através de uma

solucéo de referéncia interna ou através de um contacto metalico sélido (Figura 1-10).

A dificuldade de utilizacdo destas membranas em condi¢cBes reais prende-se com a
existéncia de um conjunto limitado de compostos que pode ser utilizado na sua preparacao,
tendo em vista garantir a sua estabilidade fisica por periodos longos de utilizacdo. Os

elétrodos mais usados sao efetivamente os de membrana nao cristalina.

Referéncia

/ interna

solucao de referéncia

/ interna

fio de prata

resina epoxidicade

/ prata

membrana membrana

Figura 1-10 Representacdo esquemética de ESls com membrana cristalina, com solugéo de
referéncia interna (esquerda) ou sem solugéo de referéncia interna (direita).
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1.4.3.2.2. Elétrodos de membrana ndo cristalina

Os ESIs nao cristalinos utilizam membranas com uma estrutura suporte ao sistema
sensor. A estrutura desta membrana pode ser porosa ou ndo porosa, podendo apresentar-
se segundo uma estrutura rigida (como o vidro) ou com locais moveis de iBes carregados

positivamente ou negativamente ou de espécies sem qualquer carga [47].

Um dos elétrodos seletivos mais utilizado € o elétrodo de vidro, normalmente
designado por elétrodo de pH (Figura 1-11). Este elétrodo possui uma membrana nao
cristalina de matriz rigida e fornece informactes sobre os catiGes H* presentes na solugédo
ensaiada. A membrana de vidro é composta tipicamente por diéxido de silicio com éxidos de
metais alcalinos e a sua natureza € um fator muito importante, que condiciona a espécie

i6nica permutada preferencialmente com a solucéo [40].

//////'I
f Cabo
]
| «— coaxial
/ Ag/AgCI

| .

| resina
|

|

i ‘/ \.’k
|

|

|

AgCl/Ag

-

—— KcI@M)

I
HCI (x M)

‘«—— Mmembrana de vidro

Figura 1-11 Representacdo esquemética de ESI de membrana de vidro simples (esquerda) ou
combinado (direita), seletivo a H".

De uma forma geral, quando se mergulha um elétrodo de vidro numa solucdo, a
seccdo externa da membrana seletiva que contém encontra-se hidratada (Figura 1-12).
Nesta seccdo, € possivel observar fendmenos de permuta idnica, tipicamente entre a
espécie H' proveniente do meio externo e a que se encontra ja nessa seccdo de vidro

hidratado, até que se atinja um equilibrio dindmico. Na sequéncia desta permuta estabelece-
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se um potencial de membrana externo que é condicionado pela concentracdo de H* em
solucéo externa, fornecendo assim informagéo sobre o seu valor de pH. O potencial interno
desta membrana é constante, uma vez que a solu¢gdo com que contacta é a solugcédo de
referéncia interna, que se apresenta com um valor de pH constante. Estes elétrodos sao
comercializados muitas vezes na forma de elétrodo de vidro combinado, que contém
internamente um elétrodo de referéncia, obviando a necessidade da presenca fisica de dois

elétrodos para constituir uma célula eletroquimica.

Solucéo interna -

gel hidratado

N~ ow T TN Q
Amostra  y+

Figura 1-12 Representacdo esquematica do corte transversal de uma membrana de vidro
constituida por silicatos e sua permuta com H* do meio externo ou interno.

As membranas nao cristalinas apresentam-se com uma consisténcia de borracha e
sdo coladas tipicamente no topo de tubos cilindricos, para que sirvam de suporte a sua
imersdo na solucdo aquosa (Figura 1-13). Tal com as membranas rigidas, estas membranas
podem apresentar uma referéncia interna de natureza liquida, com solugcdo de referéncia

interna, ou de natureza solida, através de um contacto metalico condutor.
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Figura 1-13 ESI de membrana nao cristalina, de natureza polimérica, e sua ligagdo a um tubo
cilindrico que funciona como corpo do elétrodo.

Estas membranas séo constituidas por um permutador, um solvente mediador e uma
matriz polimérica. O permutador é o material eletroquimico responsavel pela permuta do iao
principal entre a membrana e a solu¢cdo aquosa a analisar e pode apresentar carga positiva,
negativa ou ser neutro. O solvente mediador deve possuir baixa solubilidade em agua,
elevada viscosidade e estabilidade a luz, devendo ainda constituir um meio favoravel a
permuta do ido desejado. A matriz de incorporacdo é baseada em polimeros como borracha
de silicone ou PVC, que devem conferir, no essencial, propriedades de borracha ao material

de suporte, conferindo-lhe, assim, um meio favoravel a permuta iénica.

De uma forma geral, quanto maior a afinidade do ido a analisar para o sistema
sensor constituido, melhores sdo as caracteristicas de seletividade do elétrodo seletivo
obtido. Esta afinidade esta usualmente relacionada com ligacdes de natureza
electroestatica, podendo depender ou ndo de caracteristicas estéreo-especificas de

interacdo entre o ido em estudo e o permutador.

No que diz respeito a creatinina, ndo existe descrito na literatura nenhum elétrodo
seletivo para esta espécie idnica, pelo que ndo é possivel identificar as caracteristicas fisico-
guimicas do permutador que pudessem ser as mais adequadas para a preparacdo destes
dispositivos. No entanto, tendo em conta a experiéncia cientifica do grupo que acolhe o
presente trabalho, pensa-se que o desenvolvimento de um material biomimético para a
creatinina, que permita interagfes electroestaticas com a molécula alvo e que também
possa condicionar a sua ligacdo a questdes espaciais, podera favorecer as caracteristicas
de resposta do dispositivo. Para este efeito, passa-se a descrever sumariamente a
preparacdo de materiais de impressdo molecular, tendo em vista a sua aplicacdo enquanto

permutador em membranas seletivas.
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1.5.Polimeros de Impressédo Molecular

Frank Dickey introduziu o conceito de impressdo molecular, por volta de 1949, ao
demonstrar que materiais puramente sintéticos poderiam reter a memoria de uma molécula.
Este conceito foi utilizado para produzir uma estrutura rigida tridimensional (um polimero)
em torno de uma molécula (molde), de forma a ser possivel efetuar o reconhecimento dessa
mesma molécula. Estes polimeros sdo atualmente conhecidos como MIP (do inglés,
“Molecularly Imprinted Polymers”) [52]. Por outras palavras, a tecnologia de impressao
molecular é capaz de produzir polimeros providos de sitios especificos de reconhecimento,

estereoquimicamente moldados a partir de uma molécula modelo [53].

A sintese de materiais MIP inicia-se pela formacdo de um complexo entre os
mondmeros funcionais e a molécula modelo (Figura 1-14). De uma forma geral, 0s grupos
funcionais dos mondémeros sao posicionadas de forma complementar aos seus pontos de
interacdo com a molécula modelo, permitindo a formacéo de um complexo entre ambos [53].
Neste sentido, é essencial que o analito contenha na sua estrutura molecular grupos
funcionais capazes de interagir com 0os monomeros, para que seja possivel formar um

complexo estavel entre ambos.

Analito

Complexacgao Polimerizagao
————)

%

Monémeros I Extracéo

*

Novaligacéo

Figura 1-14 Esquema exemplificativo da sintese de polimeros de impressdo molecular, com
destaque para as suas quatro fases principais.
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A interacdo de complexacdo do analito com o monémero pode acontecer através de
uma ligacdo covalente ou nao covalente, por meio de ligacdo de hidrogénio, por interacdo
dipolo/dipolo, por interacdo i6nica ou por interagdo hidrofébica. Os polimeros que
apresentam locais de interacdo mais seletivos sdo aqueles resultantes de ligacbes
covalentes, dada a uniformidade gerada nos mesmos. Todavia, a necessidade do uso de
mondmeros e de analitos especificos para que estabelecam ligagfes covalentes limita a
aplicabilidade dos MIP a poucas espécies. Além disso, estes polimeros apresentam uma
cinética lenta de retencéo dos analitos na cavidade do polimero. Os polimeros preparados a
partir de ligacdes ndo covalentes apresentam, contrariamente, uma maior flexibilidade de
aplicagdo dos MIP para diferentes analitos, apresentando no entanto diametros de

particulas e locais seletivos menos uniformes.

A escolha dos mondmeros utilizados nesta fase de complexacéo é feita com base na
natureza do analito. Por exemplo, monémeros com caracter basico, como o 4-vinilpiridina
(VP), interagem preferencialmente com analitos que contenham grupos acidos; por outro
lado, monémeros que contenham grupos acidos, como o acido metacrilico (MAA) interagem
mais facilmente com analitos que contenham grupos basicos [54,55]. No essencial, é
fundamental a presenca de uma complementaridade electroestatica entre 0s grupos

funcionais dos mondmeros e 0s grupos presentes na molécula alvo de impresséo.

As caracteristicas morfologicas dos materiais MIP obtidos podem também ser
influenciadas pelo solvente utilizado durante o processo de complexacdo. Alguns estudos
indicam que os solventes com caracteristicas apolares e com baixa constante dielétrica sdo
0s mais indicados para a sintese de MIPs, baseados em interacbes com ligacdo de
hidrogénio [54].

A fase seguinte de preparacdo de materiais MIP consiste na polimerizagdo desses
mondmeros na presenca de um agente de reticulacdo e de um iniciador capaz de
desencadear a reacdo polimérica. Neste caso, a escolha do iniciador pode ser crucial,
dependendo do tipo de interacdo electroestética presente. Por exemplo, se a interagdo foi
feita através de ligacdo de hidrogénio, a polimerizacdo deve ser efetuada a temperaturas
baixas e, nestas circunstancias, os iniciadores radicalares ativos serdo os mais indicados. O
agente de reticulacdo é também de especial relevancia, uma vez que as caracteristicas de
reticulacdo do polimero obtido dependem essencialmente deste constituinte. O etileno glicol

dimetacrilato (EGDMA) € um dos reagentes de ligagédo cruzada mais utilizado, pois promove
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a formacéo de polimeros com elevada estabilidade térmica e mecénica e que permitem

rapida transferéncia de massa [54].

A terceira fase de preparacdo dos materiais MIP consiste na remoc¢édo da molécula
aprisionada na matriz polimérica. A remocdo da molécula impressa é habitualmente
estabelecida com base na lavagem dos materiais num solvente adequado. Este solvente
deve funcionar como um meio onde o analito e os mondémeros sejam solaveis, ndo devendo

afetar a matriz polimérica ja formada.

A saida da molécula impressa permite criar sitios de ligacdo que séao
complementares em tamanho e forma ao modelo molecular utilizado no processo.
Transmite-se, desta forma, ao polimero sintético essa memodria molecular referida
anteriormente [55]. E espectavel nesta fase que o contacto do material MIP com a sua
molécula alvo permita uma nova ligacao destas moléculas aos locais onde se encontravam

na fase de polimerizagéao.

E possivel encontrar na literatura diversos materiais MIP desenhados para creatinina
(tabelal-3). Este processo teve inicio em 1997, mas sofreu uma grande expansao sobretudo
nos ultimos anos. De uma forma geral, os materiais MIP produzidos sdo utilizados para a
ligacdo a creatinina, tendo em vista a separacao cromatografica de amostras reais ou a sua
ligacdo diferenciada a molécula alvo quando na presenca dessas amostras. Neste Gltimo
caso, 0s materiais descritos sdo geralmente testados no que diz respeito a sua capacidade

de ligacdo, ndo sendo aplicados a analise de amostras reais.

Ricardo Miguel Bessa de Castro

2012/2013 pag.28 —



Tese de Mestrado ISEp Gasmes

“Desenvolvimento e aplicacdo de um biossensor para monitorizacdo de creatining,
um biomarcador associado a doencas emergentes”

Tabela 1-3 Descricdo sumaria dos processos de sintese de MIPs de creatinina.

Monémero Agente de reticulacéo Aplicacéo Caracteristicas

Empacotamento de
MAA Divinilbenzeno coluna Precipitacdo modificada [56]
cromatografica

Acido 2-acrilamido-2-metil-
1-propanosulfénico N,N'-

Acido itacénico metilenibisacrilamida

Acido metacrilico

Recobrimento de
material polimérico Foto-iniciada [57]
para detec¢éo local

Empacotamento de

MAA divinilbenzeno coluna Precipitacdo modificada [58]
cromatografica
Adicdo de AI*" para gerar
(Sol-gel) Tetraethoxisilano — centros de acidos de [55]
Lewis
Particulas de silica
Poli(MAA) etileno gljcol diglicidil . polim_erizadas com MAA e [59]
éter depois complexadas com

creatinina e reticuladas.

B-ciclodextrina Divinilbenzeno o Escolhido o MAA com [60]

VP Epiclorohidrina Divinilbenzeno
B-ciclodextrina Epiclorohidrina — — [61]
complexos zinc(ll)cycleno EGDMA — — [62]

1.6.Polimeros de Impressdo Molecular na potenciometria

E hoje certo que os materiais MIP podem ser utilizados na preparagédo de sistemas
sensores potenciométricos, substituindo com vantagem o permutador convencional em
membranas seletivas de natureza polimérica. Além disso, a associacdo dos MIP aos
sensores potenciométricos pode traduzir-se numa vantagem analitica, esperando-se aqui
melhores caracteristicas gerais de resposta, entre as quais seletividade, sensibilidade e

limite de detecéo [59].

Considerando que esta associagcdo n&o foi proposta até a data na literatura, o
presente trabalho propbde o desenvolvimento de materiais MIP para a creatinina e a sua
incorporacdo em membranas seletivas de PVC. Para este efeito, propfe-se o recurso aos
materiais convencionais de preparacao de MIPs, MAA, VP e EGDMA, uma vez que estes ja

demonstraram ter sucesso neste processo mas nunca foram utilizados conjuntamente.
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Estes materiais sdo posteriormente incorporados em membranas de PVC, que podem
conter ou ndo um aditivo iénico lipdfilo. Este aditivo é utilizado tendo em vista assegurar a
seletividade i6nica da membrana, caso o proprio polimero obtido ndo apresente com carga

no interior da membrana.
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2. Descricdo Experimental

O trabalho desenvolvido teve inicio na construcdo e caracterizacdo de elétrodos
seletivos a creatinina. Os materiais, 0s equipamentos e as metodologias envolvidas na
construcao, na avaliacéo e na aplicacdo dos elétrodos serdao apresentados ao longo deste
capitulo.

2.1.Material e aparelhos utilizados

Todas as solugBes foram preparadas em balbes volumétricos de classe A, com
capacidades de 25,00 a 1000,00 mL. Para as medicbes de volumes rigorosos iguais ou
superiores a 5,00 mL foram usadas pipetas volumétricas de vidro, classe A. Para volumes
inferiores recorreu-se a pipetas automaticas VWR®, com capacidades diferentes, de volume
regulavel. As pesagens foram realizadas numa balanca Kern RADWAG modelo XA 110/X,
com precisdo igual a 0,00001g. Sempre que era necessario promover a dissolucdo de
substancias soélidas, numa tentativa de reduzir o tempo envolvido nesse processo, foi usado

um banho de ultrassons termostatizado, da marca Bandelin.

As diferengas de potencial entre o elétrodo indicador e o elétrodo de referéncia foram
medidas com um decimilivoltimetro Crison, GLP 21 (sensibilidade + 0,1 mV), representado
na Figura 2-1. As medidas de espectroscopia de Raman com microscopia confocal foram
realizadas num Thermo Scientific, DXR, enquanto as medidas de espectrofotometria de
infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) foram realizadas num Thermo Scientific

Smart iTR Nicolet iIS10, acoplado com um acessério de reflectancia difusa atenuada (ATR).
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Figura 2-1 Potenciémetro, marca Crison, modelo GLP 21, com suporte de agitacdo magnética
lateral e suporte de dois elétrodos de formato convencional.

2.2.Reagentes

Foram varios os reagentes utilizados ao longo deste trabalho, tendo sido obtidos a
partir de vérias fontes comerciais. A creatinina, o Tetrakis(4-clorofenil) borato (TpCIFB), o o-
nitrofeniloctil éter (ONFOE), o PVC de alto peso molecular e 0 EGDMA foram produzidos
pela Fluka; o acetonitrilo pela Scharlau; a VP, o acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES),
e 0 MAA pela Alfa Aesar; o peréxido de benzoilo (BPO) pela Himedia; o metanol pela Carlo
Erba; o tetrahidrofurano (THF), o acido ascérbico, o cloreto de potassio pela Riedel-deHaen;
e 0 brometo de tetraoctilaménio (BrTOA) pela Acros; o acido 4-(2-Hidroxietil)-1-
piperazinoetanosulfénico(HEPES) foi produzido pela Sigma, o acido Piperazino-N,N'-bis(2-
etanosulfonico (PIPES) pela Severn Biotech; a ureia pela Fagron; a carnitina e o cloreto de
calcio dihidratado foram produzidos pela Merk; a glucose pela Fisher Bioreagents, a
albumina pela Amresco; e, finalmente, o cloreto de sédio e o sulfato de magnésio foram

comercializados pela Panreac.

A 4gua utilizada para a preparacdo das solu¢des aquosas foi de qualidade ultrapura,
com uma condutividade igual ou inferior a 0,054 uS cm™, a 25°C. As solu¢des aquosas mais
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concentradas foram preparadas por pesagem rigorosa dos sélidos correspondentes e
posterior diluigdo em tampé&o.

2.3.Construcdo dos elétrodos

Os corpos dos elétrodos ja se encontravam previamente preparados e continham
tubos Perspex® como base de suporte a sua estrutura (Figura 2-2). Na extremidade desta foi
adaptada uma placa de cobre de, aproximadamente, 0,25 mm de espessura e 7 mm de
diametro a qual foi soldado um fio interno de um cabo elétrodo coaxial blindado. Este
conjunto foi introduzido no interior do corpo do elétrodo, assegurando que a placa de cobre
ficaria retida (presa) na estrutura. De forma a conferir maior robustez a esta configuragéo,
fixou-se o cabo blindado & extremidade superior do corpo do elétrodo, com cola Perspex®
preparada pela dissolucdo deste polimero em cloroférmio. A cavidade do corpo elétrico
deixada sobre a placa de cobre foi preenchida com uma mistura condutora, constituida por
araldite, endurecedor e grafite em p6 de granulometria inferior a 50 um. A mistura condutora
foi aplicada sobre a placa de cobre formando uma camada de cerca de 7 mm de espessura.
Tendo em vista a aplicacdo posterior de um filme de membrana sensora no elétrodo, a
superficie condutora de grafite foi desgastada e alisada, até ao aparecimento de uma
cavidade com cerca de 1 a 2 mm de profundidade.

{3

=

D
Contacto
eléctrico

\ D

membrana dePVC com
permutador
/ iénico

Figura 2-2 Corpos dos ESI, baseado num tubo de Perspex® atravessado por um fio elétrico
preso a uma matriz condutora de grafite e na qual foi aplicada a membrana seletiva.
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2.4.Preparacdo do sensor

Para a preparacao dos MIP, a molécula molde (creatinina, 0,5 mmol) foi colocada hum
frasco de vidro (14,0 mm d.i.) juntamente com o monémero funcional (MAA ou VP, 2,5
mmol), o agente de ligacdo cruzada (EGDMA, 10,0 mmol) e o iniciador (BPO, 0,32 mmol). A
mistura foi dissolvida em 3,5 ml de acetonitrilo que atuou como solvente porogénico. A
mistura de polimerizagdo foi dissolvida num banho de ultrassons termostatizado,
desgaseificada com nitrogénio durante 10 minutos e aquecida a 70 °C durante cerca de 2
horas. Foi ainda preparado, de modo analogo, um polimero sem impressdo molecular (do

inglés, non-imprinted polymer, NIP), excluindo a molécula molde do procedimento.

Os polimeros obtidos foram posteriormente triturados e lavados com acetonitrilo/acido
acético (5:1 v/v), até extracao extensa do analito. A validacdo da lavagem do material foi
feita por analise comparativa de espectros de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR — do inglés “Fourier transform infrared spectroscopy”) da solugédo sobrenadante das
diferentes lavagens em FTIR/ATR, de uma solucdo pura de acetonitrilo/acido acético (5:1
v/v) e de uma solucdo de acetonitrilo/acido acético (5:1 v/v) contendo creatinina com uma

concentracdo 0,001 mol L™.

Todos os polimeros (MIP/MAA, NIP/MAA, MIP/VP, NIP/VP) foram secos a temperatura
ambiente, num exsicador com atmosfera de azoto, até obtencdo de peso seco constante (+/-
0,001 g).

2.5.Analise da superficie dos MIPs preparados

A andlise de superficie dos materiais obtidos, MIP/NIP e VP/MAA, foi efetuada por
analise direta desses materiais em espectroscopia de Raman com microscopia confocal e
em FTIR/ATR. O espectrémetro de Raman foi utilizado com uma lente de 10x, um laser de
532 nm com uma poténcia de 5mW, e uma abertura de pinhole de 50 um. Os espectros

foram tracados para todos os materiais, antes e ap0s a remogao da creatinina.

2.6.Preparacdo das membranas

De uma forma geral, as membranas sensoras foram obtidas por mistura de 210 mg
de PVC, 350 mg de solvente mediador (NFOE), 15 mg de material sensor MIP/MAA (ESiIs |,
Il e IV), NIP/MAA (ESI II), MIP/VP (ESI V, VII e VIII) ou NIP/VP (ESI VI). Os ESls lll e VII
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apresentaram ainda 3 mg BrTOA como aditivo catidnico e os ESIs IV e VII continham 3 mg

de TpCIFB como aditivo anionico. Para controlo foram ainda construidas trés membranas

constituidas sem qualquer material sensor ou aditivo (IX), apenas com aditivo aniénico (X)

ou catiénico (XI). A composi¢cdo em massa relativa destas membranas encontra-se indicada

na tabela 2-1.

MIP, g 0,015 — 0,015
NIP, g — 0,015 —
BrTOA, g — — 0,003
TpCIFB, g — — —
NFOE, g 0,35 0,35 0,35
PVC, g 0,21 0,21 0,21

Tabela 2-1 Composicédo (em g) das membranas seletivas relativas a cada ESI construido.

Constituinte __

Controlos

0,015 0,015 = 0,015 0,015
= = 0,015 = = = = =
= = = 0,003 = = = 0,003
0,003 = = = 0,003 = 0,003 =
0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
0,213 0,21 0,21 0,21 0,213 0,21 0,21 0,21

Cada uma das misturas anteriores foi adicionada de 3,5 mL de THF e agitada até

dissolucdo completa do PVC presente. As membranas preparadas foram posteriormente

aplicadas sobre o suporte condutor de grafite. Cada uma das aplicacdes foi efetuada apds

secagem do volume aplicado anteriormente. Na Figura 2-3 encontra-se uma fotografia dos

elétrodos assim obtidos, com destaque para a visao lateral das membranas aplicadas nos

corpos dos elétrodos.
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Figura 2-3 Elétrodos seletivos de creatinina construidos por aplicacdo da membrana seletiva
na extremidade de um tubo de Perspex®, onde se encontrava um suporte condutor solido a base de
grafite.

Y

Uma vez terminada a deposicdo, as membranas foram secas a temperatura
ambiente, durante 24h, e posteriormente condicionadas em solucdo 1,0x10°% mol L™ de

creatinina.

2.7.Avaliacdo comparativa dos elétrodos

A avaliacdo comparativa dos elétrodos foi realizada por comparacdo de curvas de
calibracdo tracadas em meios de constituicdo e pH diferentes, e pela determinacdo de
coeficientes de seletividade potenciométrica relativamente a espécies idnicas possivelmente

interferentes ou expectavelmente presentes na urina ou no soro.

Todas as medidas potenciométricas foram realizadas a temperatura ambiente. Os
valores de potencial de cada elétrodo (ou mais precisamente de forga eletromotriz da célula,
f.e.m.) foram medidos a um valor constante de pH e de forga i6nica. As concentracdes
crescentes de creatinina foram obtidas por transferéncia de varias aliquotas de solugéo
aquosa de creatinina 1,0x102 mol L?, para um goblé de 100 mL, contendo 50,0 mL de
1,0x10% mol L™ de diferentes solucdes tampado (HEPES, PIPES e MES).

As curvas de calibracdo foram tragadas com base nos valores obtidos
experimentalmente e de acordo com as recomendagfes da IUPAC [47]. O LIRL, o LD e o
declive foram calculados a partir de, pelo menos, trés curvas de calibragdo consecutivas ou
intercaladas, exceto no caso da solugdo tampéo HEPES com pH 7,4, onde apenas foram

realizadas duas calibragbes. A reprodutibilidade dos sinais analiticos foi obtida a partir do
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desvio padréo relativo (em %) do declive obtido em curvas de calibragdo realizadas nas

mesmas condi¢cdes experimentais.

2.7.1. Estudo dainfluéncia do pH

Este estudo teve por objetivo verificar qual a influéncia do pH no tracado das curvas
de calibracdo e a composicdo do meio utilizado para fixar este parametro. Para este efeito,
foram tracadas varias curvas de calibracdo em solug¢édo tampao HEPES, com valores de pH
compreendidos entre 7,4 e 2,5 unidades. Estas variagdes de pH foram obtidas por adicao de
pequenos volumes de uma solu¢cdo de NaOH saturada ou de HCI concentrado, a uma
solucéo tampao de HEPES. Tendo como base um valor de pH comum, igual a ~2,8, foram
ainda tracadas curvas de calibracdo em solucdo tampédo MES e em solucéo tampéo PIPES.
Seguidamente preparou-se a solucdo de creatinina em cada uma das solu¢des tampéo
anteriormente preparadas. A homogeneizacdo da solugcdo, cujo pH foi modificado, foi

garantida com o auxilio de um agitador magnético.

2.7.2. Avaliacao da seletividade dos elétrodos

O célculo dos valores de coeficiente de seletividade potenciométrica, K™ g, para os
elétrodos que apresentavam um desempenho analitico razoavel (ESIs IV, VIl e X) foi

efetuado através do método matched potential.

Neste estudo, a concentracéo de creatinina inicial foi igual a 2,0x10* mol L™ e a final
igual a 7,9x10™ mol L™. O salto de f.e.m. observado foi cerca de 30 mV. O efeito da espécie
interferente foi avaliado por adicdo de pequenos volumes de uma solucdo concentrada
dessa espécie a uma solucéo de creatinina com uma concentracdo também igual a 2x10™
mol L. A solucéo de interferente foi adicionada numa quantidade necessaria para promover
um aumento de 30 mV relativamente ao valor de f.e.m. inicial ou até ao volume maximo de
10% do volume inicial do ensaio (momento a partir do qual ndo foi possivel ignorar a

alteracdo decorrente da concentragdo inicial de creatinina).

As espécies ionicas utilizadas neste estudo foram a ureia (3,3x10? mol LY, a
carnitina (7,5x10 mol L), a glucose (8,9x10™ mol L™), o &acido ascorbico (2,3x10°° mol L™),
a albumina (1,0x10% mol L™, o cloreto de célcio (1,9x10° mol L™), o cloreto de potassio
(5,0x10% mol L™), o cloreto de sédio (5,0x10 mol L™) e o sulfato de magnésio (9,5x10° mol

L™Y). Todas estas solugdes foram preparadas em solucéo tamp&do PIPES com pH de 2,8.
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2.8.Afinidade para o material biomimético

A constante de ligacédo entre o MIP e a molécula molde foi estimada numa mistura de
5,0 mg de material com 2,0 ml de solugéo de creatinina, de concentragbes variaveis entre
79,9 e 1598 mg L. A mistura foi agitada durante 24 h, ao abrigo da luz, & temperatura
ambiente e, posteriormente, deixada em repouso, durante 10 minutos. A concentracao livre

de creatinina no sobrenadante foi detectada por espectrofotometria de UV/Vis, a 230 nm.

A quantidade de creatinina ligada no polimero foi calculada por subtracdo da
concentracao de creatinina livre da concentracdo de creatinina inicial, tendo por base uma
curva de calibracdo previamente preparada com solugbes padrdo de creatinina de

concentracdes entre 5,7x10°mol L'* e 1,1x10* mol L%,

2.9. Analise das amostras

Os biossensores desenvolvidos foram aplicados na analise de amostras sintéticas de
urina e soro. A obtencdo de diferentes concentracdes de creatinina em urina ou soro foi
alcancada por adicdo de volumes rigorosos e consecutivos de uma solugdo padrdo de
creatinina, preparada em solucdo tamp&do PIPES 0,002 mol L™ de pH 2,8, a um volume de

solucéo inicial de urina ou soro igual a 50,00 mL.

O calculo da concentracdo de creatinina nestas amostras foi baseado no tracado
prévio de uma curva de calibracéo, tendo-se substituido o potencial obtido na equacéo de
regressao linear correspondente. Os resultados obtidos e apresentados corresponderam

sempre a média de, pelo menos, trés leituras. A precisdo dos resultados foi calculada

através do desvio padrdo correspondente.
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3. Resultados experimentais

Neste capitulo sdo apresentados alguns dados de natureza qualitativa sobre os
materiais biomiméticos desenhados para interacdo com a creatinina. De uma forma geral,
apresentam-se dois tipos de materiais, edificados com monémeros de MAA ou VP e usando
sempre 0 mesmo agente de reticulacdo. De modo a aferir o efeito da impressao na resposta
dos materiais MIP a presenca da creatinina, foram também preparados e avaliados
materiais de controlo, NIP, obtidos sem impressdo molecular. A afinidade de ligacdo entre

estes materiais e a creatinina foi também avaliada com base em estudos cinéticos.

Todos os materiais descritos foram integrados em membranas seletivas de ESIs,
preparadas com ou sem aditivo iénico lipdfilo. As caracteristicas gerais de funcionamento
dos elétrodos assim obtidos foram avaliadas, comparadas e apresentadas posteriormente,
tendo-se usado também membranas de controlo como forma de garantir que as diferencas
de comportamento observadas se associavam apenas aos materiais usados como
permutador. Apresentam-se ainda estudos de seletividade destas membranas e por fim a

sua aplicacdo a amostras reais.

3.1.Analise de superficie dos materiais

Os espectros de Raman foram tracados tendo em vista estabelecer algumas
consideragdes sobre a homogeneidade dos materiais e a presenca ou ndo da molécula na
impressdo. Por sua vez, a composi¢cdo quimica dos materiais poliméricos e a possivel
presenca de creatinina na matriz solida foram avaliadas com base na comparagdo de

espectros de FTIR dos materiais sélidos e dos sobrenadantes resultantes da lavagem.
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Os resultados apresentados de seguida foram separados de acordo com o

mondmero utilizado no processo de polimerizagéo.

3.1.1. Materiais de MAA

Na figura 3-1 encontra-se representado o espectro de Raman obtido por microscopia
confocal dos materiais NIP e MIP preparados com mondmeros de MAA. Os materiais MIP
foram testados antes (MIP/MAA/Cr) e depois (MIP/MAA) da remocé&o da creatinina.

Tal como esperado, observaram-se diferencas nos espectros dos materiais
MIP/MAA/Cr e MIP/MAA. Estas diferencas localizaram-se a valores de deslocamento de
Raman de ~1000 e ~1600 cm™, através da presenca de dois picos de baixa intensidade de
Raman apenas no material MIP/MAA/Cr. Estes picos confirmaram a presenca de creatinina
na matriz polimérica, uma vez que este era também evidente no espectro do sélido puro de
creatinina (espetro ndo apresentado), apresentando-se genericamente com 0 mesmo

formato e no mesmo valor de deslocamento de Raman.

IMIP/IMAA/Cr

Int

MIP/IMAA

Int

INIP/MAA

Int

3000 2500 2000 1500 1000 500

Raman shift(cm-1)

Figura 3-1 Espectro de Raman da superficie de materiais preparados em MAA, incluindo-se
NIP (3° espectro) e MIP antes (1° espectro) e depois da remoc¢&o da creatinina (2° espectro).

Considerando que os materiais MIP e NIP de MAA deveriam apresentar a mesma
constituicdo quimica, seria de esperar que 0s espectros de Raman correspondentes nao
apresentassem diferencas muito evidentes. Efetivamente, os espectros obtidos foram quase

sobrepostos, com excecao da variacdo da razdo entre as intensidades dos picos localizados
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a esquerda e a direita de 1700 cm™ e de 1450 cm™. Esta variacdo pode induzir a existéncia
de diferencas fisicas na organizacdo estrutural da matriz polimérica, algo que seria natural j&
gue a presenca da creatinina na preparagédo do MIP constituiu um obstaculo ao crescimento
das cadeias poliméricas.

No sentido de avaliar a homogeneidade do material do ponto de vista do seu
comportamento espectral em Raman e de detetar a possivel presenca de creatinina no
sélido apds a sua lavagem, foram tracados varios espectros numa area de amostragem de

210 um x 130 um. O mapa de superficie obtido encontra-se indicado na Figura 3-2.

Posicéao (um)
-3300

-3350

4150 4200 4250 4300

Posicéao (um)

Figura 3-2 Mapa de distribui¢édo de intensidade de Raman da superficie do material MIP/MAA
apos extragao de creatinina, representado para o deslocamento de 1000 cm™.

O mapa de superficie apresentado considerou a variagcdo da intensidade de Raman para o
deslocamento de Raman de 1000 cm™, um sinal que apenas estaria presente caso existisse
creatinina na amostra analisada. As cores apresentadas na figura relacionam-se com a
intensidade de Raman observada no local analisado, correspondendo a cor vermelha ao
valor maximo de intensidade (+2) e a cor azul ao valor minimo (-2). Os resultados obtidos
indicaram claramente que o material MIP/MAA apresentava uma elevada homogeneidade
na regido de deslocamento analisada e que a possivel presenca de creatinina estava
confinada a uma area muito reduzida. A elevada uniformidade do material analisado foi

Ricardo Miguel Bessa de Castro

2012/2013 pag. 41 —



Instituto Superior de
Tese de MeSTI’OdO Isep Eng‘enhL;riLa do‘Porto
“Desenvolvimento e aplicacdo de um biossensor para monitorizacdo de creatining,
um biomarcador associado a doencas emergentes”

também confirmada nos mapas de distribuicdo de intensidade de Raman, quando

observados para outros valores de deslocamento.

A validacdo da lavagem do material foi feita ainda por andlise comparativa de
espectros da solucdo sobrenadante das diferentes lavagens em FTIR/ATR, uma solucéo
pura de acetonitrilo/acido acético (5:1 v/v) e uma solucao de acetonitrilo/acido acético (5:1
v/v) contendo creatinina com uma concentracdo 0,001 M. Os espectros obtidos encontram-
se representados na Figura 3-3.

1 Acido Acético - Acetonitnlo
C1R

| Creatinina 0.001M-em- solugao 1:5 acet-acid acet

o0
o
-

MIP 1 - 1a lavagem — V\ - N~

] \Vr

IMIP 1 - 22 Lavagem

80 1

Transmitancia, %

e ———
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda, cm™?

Figura 3-3 Espectros de FTIR das solucdes de lavagem do MIP/MAA, da solucéo de lavagem
sem qualquer creatinina e com creatinina na concentracéo especificada.

De uma forma geral, a presenca da creatinina foi detectada pela existéncia de
absorcao de radiacdo na regido dos 3500 cm™, resultante das vibracdes de estiramento das
ligacbes N-H presentes na creatinina. A analise das solugdes de lavagem do soélido por uma
segunda vez indicou, com base nesta regido, que a creatinina estaria numa concentragao
inferior aquela que o equipamento de medida seria capaz de detetar. Apesar do FTIR nao
ser o equipamento ideal para a monitorizagdo de concentracdes residuais de creatinina, 0s
resultados indicaram inequivocamente que a quantidade de creatinina no sélido decresceu
com significado entre a primeira e a segunda lavagem, contribuindo para inferir sobre o
sucesso da extragdo da molécula modelo da matriz polimérica.

A presenca de creatinina causou ainda uma alteragcdo visivel nas duas bandas de
absorcédo do solvente localizadas entre 1200 e 1300 cm™, provavelmente decorrente da

presenca de grupos amina que partilham os seus eletrdes ndo conjugados com 0S grupos
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vizinhos, através da sua deslocalizacado. O comportamento espectral da segunda solucao de

lavagem confirma, também, a eficacia do processo de lavagem na remocao da creatinina.

3.1.2. Materiais de VP

O estudo efetuado para os materiais de VP foi genericamente analogo ao realizado
para os materiais de MAA. Na figura 3-4 encontra-se representado o espectro de Raman
obtido por microscopia confocal dos materiais NIP e MIP preparados com mondémeros de
VP, testados antes (MIP/VP/Cr) e depois (MIP/VP) de remover a creatinina.

600 -MIPNPICr

400 -

Int

200 -

ol mew

600 -MIP/NVP

400 -

1 MMW

600 -NIPNVP

Int

400 -

Int

200 -

3000 2500 2000 1500 1000 500

Raman shift(cm-1)

Figura 3-4 Espectro de Raman da superficie dos MIPs e NIP preparados em VP,

A Unica diferenca observada entre os espectros dos materiais MIP/VP/Cr e MIP/VP
prende-se com a presenca de um pico de baixa intensidade de Raman ao deslocamento de
Raman de ~1600 cm™ no material MIP que contém creatinina. A auséncia deste pico no
material correspondente lavado e no material NIP sugere, por isso, que a sua presenca

decorre da creatinina.

Comparando com 0s espectros de materiais MAA, os espectros de Raman dos
materiais baseados em VP exibem uma fluorescéncia superior, provavelmente associada a
presenca do anel aromético da piridina, algo que reduz a intensidade de Raman passivel de

ser medida e, consequentemente, dificulta a interpretacdo dos espectros obtidos.
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O mapa de superficie do material VP apds remoc¢do de creatinina foi obtido numa
area de amostragem de 210 um x 130 um e para um deslocamento de Raman igual a na
intensidade de 1000 cm™, encontrando-se representado na Figura 3-5. Os resultados
obtidos sugeriram uma elevada homogeneidade do material e que a possivel presenca de
creatinina deveria corresponder a apenas aproximadamente 14 % da &rea analisada. Os
mapas de distribuicdo de intensidade de Raman, observados a outros valores de

deslocamento confirmaram também a elevada uniformidade deste material.

-6450

Posicéo (um)

-6500

-3000 -2950 -2900 -2850

Posigéo (um)

Figura 3-5 Mapa de distribuicdo de intensidade de Raman da superficie do material MIP/VP
apoés extracdo de creatinina, representado para o deslocamento de 1000 cm™.

Os espectros de FTIR relativos ao controlo da lavagem do material MIP/VP
encontram-se representados na Figura 3-6. Os resultados aqui obtidos foram semelhantes
aos registados com os materiais baseados em MAA. Todas as considerac¢des apresentadas
no ponto anterior relativamente aos espectros de FTIR foram, por isso, aplicaveis a estes
registos de materiais VP. No essencial, os resultados indicaram gque o solvente utilizado foi
capaz de remover creatinina da matriz polimérica, induzindo informagéo sobre a eficiéncia

deste processo.
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Figura 3-6 Espectros de FTIR das solucdes de lavagem do MIP/VP, da solucéo de lavagem
sem qualquer creatinina e com creatinina na concentracdo especificada.

Os estudos seguintes pretenderam tipificar e comparar os materiais no que diz

respeito a sua afinidade para com o0 composto impresso.

3.2.Afinidade dos materiais para a creatinina

Os estudos que avaliam a afinidade de ligacdo entre materiais MIP e a sua molécula
alvo sao tipicamente efetuados com base no tracado de isotérmicas de adsorcdo. Este
tracado fornece dados sobre as energias de ligacdo das moléculas com a superficie

adsorvente. No presente estudo, a capacidade de ligagdo dos MIPs foi calculada de acordo
com a seguinte equagao:

_ umol(OXY bound)  (C; - C; )V, x1000

g(M1P) M (equagdo 3.1)

onde Q é a capacidade de ligacdo do material (umol g*), C; a concentracgéo inicial de
creatinina (umol ml™); Vs o volume de solucéo testada (mL), e My @ massa de polimero
seco (mg). Os dados obtidos foram adicionalmente processados através da analise de
Scatchard, que fornece informacao importante relativamente as propriedades de ligacdo da
molécula molde a superficie sélida. A equagéo Scatchard,
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Q/Ciivie = (Qmax — Q)/Kq (equacao 3.2)

foi aplicada para esta finalidade, onde Q foi a capacidade de ligacdo; C;se a concentracéo
livre em equilibrio (umol L™); Qma @ capacidade maxima aparente de ligacdo; e Ky a
constante de dissociacdo dos locais de ligagéo.

O material MIP/MAA revelou duas cinéticas diferentes de interacdo com a creatinina.

A interacdo mais favoravel decorreu inicialmente com valores de Ky e de Qmax iguais a 237
umol L™ e 99 pmol g™, respetivamente, quando todos os locais de ligacdo da creatinina ao
material ainda se encontravam por ocupar. Numa segunda fase, a ligacdo da creatinina nao
foi tdo favoravel, ja que os locais para a sua interacdo seriam de menor afinidade,
1

correspondendo a valores de Ky € Qmax iguais a 9164 pmol L™ e 301 pmol g*,

respectivamente.

Para o sensor MIP/VP néo foi possivel encontrar valores de cinética de reacao pois
os dados obtidos n&o foram consistentes. E possivel que esta inconsisténcia possa ter tido
origem na libertacdo da rede polimérica, de modo irregular, de mondémeros de VP que
tenham contribuido também para um aumento de absorvancia detectada.
Independentemente da inconsisténcia dos resultados, foi possivel verificar que o material
adsorveu creatinina, uma vez que a concentracao final obtida era genericamente inferior a

concentracao de creatinina na solu¢cdo em que estes materiais eram incubados.

De uma forma geral, os resultados obtidos confirmaram a existéncia de afinidade
entre os materiais MIP do tipo MAA ou VP. Nao sendo possivel a comparacdo de valores
cinéticos entre estes dois materiais, optou-se por preparar membranas seletivas de

creatinina com ambos e comparar o seu desempenho nesse formato.

3.3.Estudos preliminares de calibracao

Dado que as caracteristicas gerais de resposta estdo grandemente condicionadas
pelo pH e pelo meio utilizado para o ajuste da forca ionica, os elétrodos foram inicialmente
testados em agua. Considerando a estrutura quimica da creatinina, seria expectavel que os
ESIs apresentassem declives catidénicos, embora o seu grau de ionizagdo pudesse variar

com o meio iénico utilizado.
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As representacdes graficas tipicas das curvas de calibracdo dos varios elétrodos em
agua desionizada apresentam-se na figura seguinte, permitindo visualizar o comportamento

geral dos varios elétrodos. Os dados analiticos médios de maior relevancia extraidos a partir

destas calibracbes encontram-se resumidos na tabela 3-1.

MAA

OESII

OESHI

+ESIHIN

=ESIIV

decada

VP

®ESIV

OESIVI

+ESIVII

=ESIVIII

Controlos

OESIIX

=ESIX

+ESIXI

decada

-6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0

log [Creatinina, mol L] log [Creatinina, mol L] log [Creatinina, mol L]

Figura 3-7 Representacgéo grafica das curvas de calibracdo em &gua dos diferentes elétrodos,
agrupadas segundo o material sensor que continham.

De uma forma geral, nenhum dos sistemas sensores constituidos sem aditivo iénico
lipéfilo foi capaz de produzir uma resposta potenciométrica aceitdvel. Os declives
observados para estes elétrodos foram contrarios aos esperados, deixando antever a
existéncia de um efeito capaz de alterar o potencial de membrana, mas que nao se

associaria a presenca de creatinina na interface membrana/solucéo.

Apenas alguns dos elétrodos preparados com membranas de aditivos lipdfilos,
especificamente os ESIs I, IV, VIl e X, apresentaram declives cationicos. Este efeito foi
mais acentuado nas membranas que continham aditivo aniénico, o TpCIFB, uma vez que a
espécie a detectar era de natureza catidnica. Os declives registados foram, no entanto,

bastante reduzidos, bem inferiores a qualquer valor expectavel.
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Tabela 3-1 Resultados experimentais das curvas de calibragao dos elétrodos avaliados em agua,
destacando elétrodos com declive catidnico.

2

Sensor 4 -
e )

MIP/MAA [ -10,77  + 7,26 0,9799 0,9651 3,17x10° 2,57x10°
NIP/MAA 2283 + 8,45 0,9794 0,9701 7,81x10° 5,63x10°

0,9487 0,9093 2,48x10™ 1,64x10™
0,9404 0,8449 9,52x10° 6,43x10°

Pnsror Q| ore T
MIP/MAA/TpCIFB - 11,18

MIP/VP -33,17 + 18,57 0,9873 0,9834 1,23><10'5 1,17><10'5
NIP/VP VI -38,56 + 20,47 0,9826 0,9696 9,26><10'5 5,05><10'5
MIP/VP/BrTOA VII 0,35 + 4,46 0,9243 0,8437 2, 30x10™ 1, 71x10™
eerpare [ o ]+] sz | osmis | oaro | “seaot | weraot
-33,55 + 11,00 0,9916 0,9856 3, 95x107° 2, 19x10°
-l
PVC/BITOA 0,92 + 2,38 0,9130 0,8585 5, 29x10™ 4, 28x10™

Estes resultados indicaram, de uma forma geral, que 0os materiais poliméricos parecem
atuar como condutores de caracter neutro, requerendo a presenca de uma espécie idnica
para conferir propriedades elétricas a membrana que permitissem a permuta de ides com a
solucdo. Por outro lado, indicaram seguramente a necessidade de testar os elétrodos em
condicbes ibnicas diferentes, uma vez que a sensibilidade observada em agua foi muito
reduzida. Os estudos seguintes prendem-se por isso com a variacdo de pH do meio,

sobretudo na regido acida, que permitirh promover e intensificar a ionizacao da creatinina.

3.4.Efeito do pH

Numa fase inicial, estudou-se o efeito do valor de pH mantendo-se para este efeito a
mesma constituicdo quimica de fundo. Selecionou-se o tampdo HEPES e ajustou-se o0 seu
valor “natural” de pH ao valor desejado, através da adicdo externa de acidos/bases simples,
no presente caso NaOH ou HCI. Apresentam-se de seguida os resultados obtidos para

valores de pHiguaisa 7,4; 4,6; e 2,5.
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3.4.1. HEPES/pH 7,4

Na tabela 3-2 indicam-se os resultados analiticos médios das calibracBes efetuadas
em solucao tampao HEPES de pH igual a 7,4 unidades. Os graficos tipicos das calibracdes
correspondentes podem ser encontrados na Figura 3-8.

Tabela 3-2 Resultados experimentais das curvas de calibracédo dos elétrodos avaliados em
tampédo HEPES, pH 7,4, destacando elétrodos com declive cationico.

R2

Declive
Sensor

z -1
v seesee)

MIP/MAA [ -1,78 + 0,23 0,9568 0,9259 8,48x10° 4,49x10°
NIP/MAA -1,02 1,70 0,9939 0,0087 3,57x10™ 2,20x10™

MIP/MAA/BITOA m. 09766 | 09533 513x10™ 4.73x10

T R N = Tl

MIP/VP -4,52 + 2,85 0,9972 0,9948 3,01x10" 9,80x10°
NIP/VP -185,21 + 258,65 0,9893 0,9787 5,69x10™ 4,39x10"

MIP/VP/BITOA . 09374 | 08863 3,01x10* 1,39x10
MIPIVP/TpCIFB | VI . 189,47 | 07162 | 05111 5,14x10 2,96x10°

-7,70 + 7,66 0,9442 0,8955 7,89x10° 4,75x10°

PVC/TpCIFB 09405 | 09248 3,89x10° 1,63x10°

PVC/BITOA 09787 | 0,9574 23810 1,36x10"

De uma forma geral, todos os elétrodos com aditivo idnico, independentemente da sua
carga, originaram variacdes de potencial correspondentes a espécies cationicas (ESIs llI, 1V,
VII, VIIl, X e Xl). Estas variagbes foram contudo de baixa intensidade e de reduzida
qualidade do ponto de vista da linearidade alcangada. A presenca de declives negativos nos
elétrodos |, Il, V, VI e IX, que continham apenas material sensor MIP ou NIP, veio confirmar

também o caracter permutador neutro destes materiais.

Comparando com os resultados obtidos em &gua, ndo houve melhorias que
pudessem ser ressaltadas, sendo apenas evidente que o pH 7 ndo é o mais adequado para
a calibragc&o dos biossensores.
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Figura 3-8 Representacao grafica das curvas de calibracdo em tampao HEPES, pH 7,4, dos
diferentes elétrodos, agrupadas segundo o material sensor que continham.

3.4.2. HEPES/pH 4,6

Na tabela 3-3 apresentam-se os dados analiticos médios das calibracdes dos
elétrodos em solugcdo tampdo HEPES, de pH igual a 4,6. As calibracdes tipicas

correspondentes podem ser observadas na Figura 3-9.

De uma forma geral, o comportamento observado para os elétrodos com aditivo
aniénico melhorou significativamente, originando valores de declive que se poderiam
associar a um caracter intermédio entre uma espécie de carga +2 ou +1. A linearidade
observada para estes elétrodos ndo foi porém a mais adequada, embora esta tivesse
melhorado significativamente em compara¢do com 0s ensaios anteriores. O comportamento
dos demais elétrodos continuou sem utilidade analitica.

O maior declive obtido nesta fase foi igual a 40,5 mV década™, correspondendo a um
coeficiente de correlagdo minimo de 0,9784 e a elétrodos com material sensor de MAA.
Comparando os ESIs IV e X, foi possivel constatar que esta sensibilidade ndo resultou
apenas da presenca do aditivo mas, pelo contrério, o permutador requereu um aditivo para

gue pudesse desencadear uma resposta analitica util. O mesmo comentario pode ser
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estabelecido para os sensores de VP com aditivo aniénico, embora neste caso a diferenga
observada entre a sensibilidade dos elétrodos com e sem aditivo ndo fosse tao significativa.

Tabela 3-3 Resultados experimentais das curvas de calibracdo dos elétrodos avaliados em tampao
HEPES, pH 4,6, destacando elétrodos com declive catiébnico mais elevado.

RZ

Sensor ESI 4 L
(e )

Declive

MIP/MAA | -8,37 + 1,14 0,9946 0,9918 5,35><10'4 4,35><10'4
NIP/MAA Il -17,69 + 12,64 0,9811 0,9538 4,58><10'4 3,63><10'4
MIP/MAA/BrTOA I 6,06 + 3,82 0,9891 0,9740 4, 74x10™ 4, 83x10™
T N S R N
MIP/VP -17,37 + 9,26 0,9727 0,9455 1, 57x10™ 9, 30x10°
NIP/VP VI -15,37 + 2,47 0,9866 0,9811 2,55><10' 1,55><10'
MIP/VP/BrTOA VII 2,51 + 3,77 0,9240 0,9213 3, 01x10™ 2, 54x10™
weerpare i 3sez ]+] “ags | osero | oamr | 370a0' | “ozpaot |
-15,61 + 2,71 0,9626 0,9206 1, 20x10™ 8, 82x107°
-l
PVC/BITOA -3,10 + 0,54 0,9999 0,9845 4, 48x10™ 3, 16x10™

De uma forma geral, os resultados melhoraram com o decréscimo do valor de pH,
desde que houvesse um aditivo iGnico presente na membrana, tendo os materiais MAA
exibido um comportamento mais sensivel. Os dispositivos correspondentes apresentaram,
porém, uma reduzida reprodutibilidade, especialmente no que diz respeito a reproducéo das

caracteristicas gerais de calibracao.
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Figura 3-9 Representacéo grafica das curvas de calibragcdo em tampao HEPES, pH 4,6, dos
diferentes elétrodos, agrupadas segundo o material sensor que continham.

3.4.3. HEPES/pH 2,5

Apresentam-se na tabela 3-4 os dados analiticos médios das curvas de calibracdo dos
elétrodos em solucdo tampao HEPES, de pH igual a 2,5 unidades. As calibrac8es tipicas

correspondentes encontram-se representadas na Figura 3-10.

Tal como no ensaio anterior, 0 comportamento observado para os elétrodos com
aditivo aniénico melhorou significativamente, originando valores de declive que se poderiam
associar ao caracter tipico de uma espécie de carga +1. A linearidade observada para estes
elétrodos melhorou também, tendo-se obtido pela primeira vez valores de correlagédo
guadraticos superiores a 0,99, especificamente para elétrodos que continham MAA ou VP.

Mais uma vez, o comportamento dos demais elétrodos continuou sem utilidade analitica.
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Tabela 3-4 Resultados experimentais das curvas de calibracdo dos elétrodos avaliados em tampao
HEPES, pH 2,5, destacando elétrodos com declive catibnico mais elevado.

RZ

Sensor ESI z il
e )

Declive

MIP/MAA [ -0,89 1,81 0,9817 0,9653 1,50x10™ 1,34x10™
NIP/MAA I -453 1,10 0,9297 0,8733 2,83x10™ 2,50x10™
MIP/MAA/BITOA I 4,42 7,25 0,9405 0,8398 4,16x10™ 1,71x10™
MIP/MAA/TpCIFB - 58,83 . 0,9939 0,9929 2,83x10° 2.15x10°
MIP/VP 281 2,96 0,8947 0,7739 1,89x10™ 1,59x10
NIP/VP VI -4,65 3,91 0,9763 0,9543 1,90x10™ 1,54x10™
MIP/VP/BrTOA VII 1,13 + 0,55 0,9458 0,9330 6,28x10” 5,18x10"
MIP/VP/TpCIFB | VIII 66,09 . 13,47 0,9918 0,9871 9,08x10° 5,73x10°
2,88 1,89 0,9304 0,8824 9,02x10° 8,40x10°
PVC/TpCIFB - 55,53 . 0,9840 0,9791 3,31x10™ 2,27x10°
PVC/BITOA 1,24  + 0,68 0,9251 0,9017 6,28x10” 5,18x10°
VP Controlos
MAA
®ESI| ®ESIV OESIIX
OESIII OESIVI
=ESIX
+ESIHIN +ESIVII
—=ESIIV =ESIVII +ESIXI
B
| >
E & = E
e B 3
e prver 7R T S ;
M decada decada
60 50 40 30 20 10 0040 50 40 0 20 10 060 50 40 30 20 10 00
log [Creatinina, mol L-1] log [Creatinina, mol L-1] log [Creatinina, mol L-1]

Figura 3-10 Representacao gréfica das curvas de calibragdo em tampéo HEPES, pH 2,5, dos
diferentes elétrodos, agrupadas segundo o material sensor que continham.

Comparando os elétrodos com aditivo anionico, os ESls IV, VIIl e X, aquele que

apresentou o menor declive, igual a 55,5 mV década™, foi preparado com membranas que
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ndo continham material sensor. Neste sentido, foi possivel inferir que a qualidade de
resposta potenciomeétrica observada para os elétrodos nao foi da responsabilidade do aditivo
per si, mas estd porém associada a sua presenca. Os elétrodos que continham MIP/VP
apresentaram o maior declive dos trés, igual a 66,1 mV década™, que correspondeu no
entanto a um valor hiper-Nernsteniano. A reprodutibilidade destas unidades foi também
pouco adequada, ja que este valor médio de declive se associou a um desvio padrao
relativo de 20%. Foi o elétrodo que continha MIP/MAA aquele que forneceu a resposta mais
proxima da desejada, apresentando um valor de declive médio proximo do tedrico e o
melhor coeficiente de correlacdo linear dos 3 elétrodos. Esta resposta estava ainda
associada ao menor limite de linearidade, 2,83%10™° mol L™, e ao menor limite de detec&o,
2,15%x10° mol L™.

De uma forma geral, os ensaios de calibracdo nos diferentes valores de pH
permitiram inferir que a reducdo do valor de pH no meio ensaiado favorecia as
caracteristicas de resposta dos elétrodos. Por outro lado, a melhor condicdo de operacéo
dos elétrodos foi obtida para valores de pH igual a 2,5 unidades. A escolha de valores de pH
inferiores a este pareceu na altura pouco adequada; nesta regido de pH a concentracdo da
espécie H* tornar-se-ia muito elevada, podendo sobrepor-se a resposta do préoprio elétrodo a
creatinina, sobretudo porgque a relacdo de concentracdo entre estes dois iGes favoreceria a

resposta potenciométrica para o ido H”.

Neste sentido, os resultados sugeriram a escolha de um valor de pH igual a 2,5
unidades para os estudos posteriores. Considerando que as caracteristicas de resposta dos
elétrodos dependem grandemente da composicéo iénica do meio em geral (ndo apenas do

ido H"), procedeu-se de seguida a escolha do melhor tampao.

3.5.Efeito da natureza da solucdo tampéao

Os elétrodos construidos foram, nesta fase, testados em diferentes meios com
valores de pH préximos de 2,5. Considerando que os testes anteriores tinham usado o
reagente HEPES como tampdo e que a regido de pH seria um pouco extrema para se
conseguir obter uma solugcdo tampao com uma capacidade tampé&o razoavel, optou-se pela
escolha de outros reagentes de natureza proxima a do HEPES e que permitiram reduzir o
pH do meio até os valores de pH desejados. Apresentam-se de seguida os resultados dos

ESls testados em solugbes MES e PIPES, preparadas com valores de pH igual a 2,8.
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3.5.1. MES/pH 2,8

Tal como nos ensaios anteriores, resumem-se na tabela 3-5 os dados analiticos
médios das curvas de calibracdo dos elétrodos em solucdo tampao MES, de pH igual a 2,8
unidades, apresentando-se na Figura 3-11 as calibragfes tipicas correspondentes.

Tal como nos resultados anteriores, os elétrodos que apresentaram resposta
analitica util foram apenas aqueles que continham membranas seletivas com aditivo
anionico. Entre estes, e mais uma vez, a menor sensibilidade correspondeu aos elétrodos
gue nao continham material sensor na sua composicdo. O ESI X apresentou 0 menor
declive, igual a 39,96 mV década™, o maior limite de linearidade, igual a 5,45x10° mol L™,
embora tenha originado o melhor coeficiente de correlagéo linear. O ESI VIl apresentou um
declive de 42,09 mV década™, com o menor desvio padrdo (0,75) e um coeficiente de
correlacdo superior ao elétrodo IV, apresentando ainda as menores concentracdo de
linearidade e de detecdo. Por outro lado, o elétrodo IV apresentou o melhor valor de declive,

igual a 45,55 mV década™, mas o menor coeficiente de correlacéo linear dos 3 elétrodos.

Tabela 3-5 Resultados experimentais das curvas de calibracdo dos elétrodos avaliados em tampéao
MES, pH 2,8, destacando elétrodos com declive catidénico mais elevado.

-
Sensor ESI Dezlive

) =il
(Y séesca)

MIP/MAA | -25,89 + 2,20 0,9817 0,9716 2,78><1O'4 2,16><10'4
NIP/MAA Il -126,13 1,08 0,9934 0,9917 4,68><10'4 3,40><10'4
MIP/MAA/BrTOA I 11,40 + 2,03 0,9852 0,9571 2, 16x10™ 5, 99x107°
D A A N N M
MIP/VP -126,89 + 41,46 0,9767 0,9574 4, 05x10™ 2, 64x10™
NIP/VP VI -123,05 4,91 0,9912 0,9868 4,68><10' 2,95><10'
MIP/VP/BrTOA VII 0,80 2z 0,57 0,8488 0,6593 1, 33x10™ 1, 18x10™
enerpcra i 200 2] 15| osmo | osans | wapaot | raaeas
-121,17 + 15,70 0,9880 0,9735 4, 05x10™ 3, 34x10*
-l
PVC/BITOA 0,93 2z 0,65 0,8958 0,7849 1, 63x10™ 1, 55x10™
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Figura 3-11 Representacdo grafica das curvas de calibracdo em tampéo MES, pH 2,8, dos
diferentes elétrodos, agrupadas segundo o material sensor que continham.

A resposta destes elétrodos em pH 2,8 com solu¢cdo tampdo MES apresentou
valores inferiores a resposta obtida em solucdo tampao HEPES, com declives inferiores e
coeficientes de correlacdo lineares inferiores. Foi ainda possivel observar na Figura 3-11
gue a resposta dos elétrodos tende a estabilizar para valores concentracdo de creatinina

mais elevados.

3.5.2. PIPES/pH 2,8

Os dados analiticos médios das curvas de calibragdo dos elétrodos em solugéo
tampéo PIPES, de pH igual a 2,8 unidades, encontram-se resumidos na tabela 3-6,

representando-se na Figura 3-12 as calibragdes tipicas correspondentes.

Os resultados obtidos indicaram que os ESls IV, VIl e X foram, novamente, 0s que
melhor responderam potenciometricamente ao analito em questdo. O ESI X apresentou o
menor declive 50,1 mV década™, com um coeficiente de correlacdo linear superior aos ESIs
IV e VIIl, mas com um desvio padrédo e limite de linearidade superiores. Os elétrodos IV e

VIII apresentaram respostas bastante semelhantes, contudo o declive do ESI VIII é

ligeiramente superior (52,10 mV década™®) e com o menor desvio padrdo (0,65) e um
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coeficiente de correlacdo um pouco superior ao elétrodo IV. Por outro lado, o elétrodo IV
apresentou o melhor limite de detecdo entre os 3 elétrodos.

Tabela 3-6 Resultados experimentais das curvas de calibracdo dos elétrodos avaliados em tampao
PIPES, pH 2,8, destacando elétrodos com declive catidnico mais elevado.

2
Declive R

Sensor ESI A L
(e )

MIP/MAA | 2074 + 419 09569  0,9450 4,00x10™ 3,27x10
NIP/MAA 1 7075 + 9,86 09203  0,8977 4,62x10 3,15x10™
MIP/MAA/BITOA Il 357 + 3,87 09395  0,9106 2,49x10 1,53x10°
MIP/MAA/TpCIFB - 50,56 . 0,9960 | 0,9951 1,61x10° 9,63x10°
MIP/VP 61,00 + 4,09 09154  0,8906 4,62x10 4,11x10"
NIP/VP Vi 5049 + 42,86 09148  0,8984 3,26x10" 2,95x10"
MIP/VP/BITOA VI 1,26 + 0,49 09363  0,9017 4,03x10° 3,98x10°
MIP\VP/TPCIFB  |vil | 52,10 . 0,9977 | 0,9940 1,61x10° 1,13x10°
51,02 + 17,07 08771  0,8240 3,62x10™ 3,21E-04
PVC/TpCIFB - 50,13 . 09984 | 09960 | 3,89Ex10° 1,07x10°
PVC/BITOA 09 + 028 09142  0,7975 4,00x10° 3,98x10°
MAA ®ESI| VP ®ESIV Controlos CESIIX
OESIII OESIVI
=ESI X
+ESIII +ESIVII
~ESIIV —ESIvIl +ESIXI
>
| E > 3
‘o . E P2
e o L E
: i B f o
‘decada decada foed ©
decada

T T T T T T 1 r T T T T T ! r T T T T T y
-6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0 6,0 5,0 4.0 3,0 2,0 10 0,0

log [Creatinina, mol L-1] log [Creatinina, mol L-1] log [Creatinina, mol L-1]

Figura 3-12 Representacao grafica das curvas de calibragdo em tampéo PIPES, pH 2,8, dos
diferentes elétrodos, agrupadas segundo o material sensor que continham.
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De uma forma geral, a resposta destes elétrodos em pH 2,8 com solucao tampéao
PIPES apresentou valores de declive um pouco inferiores a resposta obtida em solugéo
tampdo HEPES, mas com coeficientes de correlacdo lineares melhores. Além disso, foi
possivel perceber-se a partir da Figura 3-12 que a resposta dos elétrodos, ao contrario da
resposta em tampao MES, néo tende a estabilizar para valores concentracdo de creatinina

mais elevados.

3.5.3. Sintese do efeito solu¢do tampao

Os valores obtidos com os elétrodos que continham membranas com aditivo aniénico
foram sumariados na tabela 3-7, de modo a facilitar a comparacdo direta dos resultados

obtidos em diferentes meios tampéao.

Tabela 3-7 Resumo dos resultados obtidos com solu¢Bes de creatinina preparadas em
diferentes solucdes tampéao

: R?
Declive _
Sensor

A -1
e

MIP/MAA/TpCIFB IV 58,83 * 8,65 0,9939 10,9929 2,83x107 2,15x10°
MIP/VP/TpCIFB VI ';E'PZFTE? 66,09 * 13,47 0,9918 0,9871  9,08x107 5,73x10°
PVC/TpCIFB X 55,53 * 2,25 0,9840 0,9791 3,31x10° 2,27x10°
MIP/MAA/TpCIFB IV 45,55 + 3,48 0,9814 0,9800 2,51x107° 1,13x10°
MIP/VP/TpCIFB VI pwEZS,S 42,09 + 0,75 0,9860 0,9804 1,36x107 7,43x10°
PVC/TpCIFB X 39,96 + 1,00 0,9864 0,9825 5,45x107 5,04x10°
MIP/MAA/TpCIFB VI 50,56 * 0,88 0,9960 0,9951 1,61x107° 9,63x10°
MIP/VP/TpCIFB VI ;I_'PZE; 52,10 * 0,68 0,9977 10,9940 1,61x107° 1,13x10°
PVC/TpCIFB IX 50,13 * 1,06 0,9984 0,9960 3,89x107 1,07x10°

De uma forma geral, verificou-se que a solu¢cdo tampdo PIPES apresentou o0s
melhores coeficientes de correlagéo linear, tanto médios como minimos, apresentando ainda
os melhores valores de LIRL e de LD, apresentando o menor desvio ao declive das curvas

de calibragdo e apresentando valores de declive proximos dos valores tedéricos.
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Neste sentido, os estudos posteriores, que dizem respeito aos ensaios de
seletividade e de aplicacdo dos elétrodos na analise de amostras bioldgicas, foram
realizados recorrendo sempre a este tampédo, com o valor igual a pH 2,8.

3.6.Seletividade dos sensores

O comportamento de seletividade dos ESls foi analisado através do calculo dos

valores de coeficiente de seletividade K™°'

as- O método utilizado para este calculo foi o
método matched potential, aqui designado por método dos potenciais equivalentes. Este
método identificou, sempre que possivel, a concentracdo de interferente necesséria para
promover uma variacao de potencial equivalente aquela originada pelo ido de interesse em
solucdo numa concentracdo conhecida. O coeficiente de seletividade potenciométrica foi

calculado com base na equacao seguinte:

log K % = TAA (equacao 3.3)

Na equacao anterior, A representa o ido principal e B representa o ido interferente.
Os interferentes considerados neste estudo foram ureia, carnitina, glucose, acido ascérbico,
albumina, cloreto de célcio, cloreto de potassio, cloreto de sédio e sulfato de magnésio. Para
este efeito, foram adicionadas diferentes aliquotas das solugfes relativas a solugdo que
continha o ido principal até ser alcangcada a mesma variagdo de potencial, assegurando que
a concentragéo final ndo fosse substancialmente alterada. Quando esta condicdo néo foi
assegurada, optou-se por identificar as concentracdes maximas permitidas no ensaio e para
as quais nao foi possivel observar a variagdo de potencial desejada. Estas concentractes
foram identificadas como “tolerancia”, uma vez que estas correspondem a valores de
concentracao tolerados pelos elétrodos. Estes valores de tolerancia correspondem sempre
as concentragbes maximas testadas, pelo que a utilizacdo de concentragdes superiores nao
implica a existéncia de qualquer interferéncia. Apresentam-se na tabela 3-8 os resultados

obtidos neste estudo.
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Tabela 3-8 Avaliacao dos coeficientes seletividade de espécies interferentes.

ESI IV ESI VIII ESI X

SRS [T Tolerancia loa Kpot Tolerancia lod Kpot Toleréncia log Kpot
(mol LY 9 1P (mol LY 9 1P (mol LY 9 17p
Ureia 4,52x10° — 4,52x10° — — -0,26
Carnitina — -0,26 — -0,32 — -0,29
Glucose 1,04x107° — 1,04x107° — 1,04x10° —
Acido ascorbico 8,39x10™ _ 8,39x10™ _ 8,39x10™ _—
Albumina — -1,04 8,28x10° — — -1,03
Cloreto de calcio 2,25x10° _ 2,25x10° — _ -0,84
Cloreto de potassio — -0,84 - -0,89 - -1,08
Cloreto de sédio 6,06x10 _ 6,06x10 _ 6,06x10 —
Sulfato de magnésio 6,86x10™ — 6,86x10™ — 6,86x10™ —

De uma forma geral, os elétrodos com material sensor e aditivo sofreram
interferéncia da carinitina e do cloreto de potassio, sendo quase todas as outras espécies
toleradas nas concentracfes estudadas. Analisando em maior detalhe os resultados, os

valores de log KP°T

ap do ESI IV para a carnitina, a alboumina e o cloreto de potassio foram
iguais a -0.26, -1.04 e -0.84, respectivamente. No que respeita ao ESI IV, somente se
encontraram valores de log KPOTA,B. para a carnitina e o cloreto de Potassio, com valores
iguais a -0.32 e -0.89, respectivamente. No geral, estes valores de coeficiente de seletivade
potenciométrica indicaram, mesmo assim, que os ESIs continuaram a apresentar uma

resposta preferencial para a creatinina.

Os elétrodos preparados sem material sensor foram efetivamente menos seletivos,
detetando-se interferéncia relativamente a presenca de ureia, carnitina, albumina, o cloreto
de célcio e o cloreto de potassio, com valores iguais a -0.26, 0.29, -1.03, -0.84 e -1.08,
respectivamente. Este comportamento atribui preferencialmente ao material sensor essa
capacidade da membrana seletiva descriminar com maior facilidade a creatinina quando na

presenca de outros ides.

Posteriormente, dos onze elétrodos construidos, apenas foram selecionados os ESls
IV, VIl e X para analisar amostras de urina e soro enriquecidas com creatinina, pois estes
foram os elétrodos que apresentaram resposta analitica Gtil. Estes ensaios foram realizados

preparando o meio com as condi¢des selecionadas anteriormente.
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3.7.Analise de amostras bioldgicas

Relativamente as andlises de urina, foram consideradas trés amostras com
concentracoes de creatinina entre 31,5 mg/L e 191,2 mg/L. Na tabela 3-9 apresentam-se 0s
resultados obtidos neste estudo.

Foi o elétrodo com a membrana IV que originou os resultados analiticos de melhor
gualidade, com percentagens de recuperacdo médias entre 100,6% e 109,9%. A precisédo
destes resultados ficou, no entanto, um pouco agquém do desejavel, com desvios padrédo
entre 18,1 e 28,0. Estes valores elevados podem no entanto ser reflexo da influéncia da
matriz da amostra, uma vez que a sua composicao apresenta alguma complexidade, sendo

bem diferente de uma solucdo tampdao, de composicéo simples, controlada e conhecida.

Tabela 3-9 Resultados da analise de amostras de Urina com os ESls selecionados.

SENSOR Conce(r:;rga;g)éto real Concengggﬁl_c)) tedrica % de recuperacio
31,5 32,4 102,9 £ 28,0
ESI IV 53,0 53,3 100,6 2 24,3
191,2 210,1 109,9 £ 18,1
31,5 45,5 144,5 £ 71,8
ESI Vil 53,0 69,8 131,8 £ 56,3
191,2 227,5 119,0 £ 45,1
31,5 47,2 149,7 £ 67,9
ESI X 53,0 74,1 139,9 £ 63,2
191,2 291,1 152,3 + 54,5

No caso das amostras de soro, foram analisadas trés amostras com concentracdes de
creatinina desde 31,1 mg/L até 188,6 mg/L. Na tabela seguinte foram apresentados os

resultados obtidos para essas amostras.
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Tabela 3-10 Resultados da analise de amostras de Soro com os ESls selecionados.

SENSOR Conce(nnt]rga}ﬁ)éo real Concentrrr?gﬁ\_()) tedrica % de recuperaco
31,1 31,1 100,0 ik 16,9
ESI IV 52,3 57,0 109,1 + 25,3
188,6 236,7 125,5 + 2,0
31,1 35,4 113,9 + 7,8
ESI VIII 52,3 54,0 103,4 + 5,4
188,6 231,8 121,5 + 8,7
31,1 33,4 107,6 + 18,2
ESI X 52,3 47,8 91,5 2k 19,8
188,6 231,8 122,9 + 16,7

De acordo com os resultados obtidos, a qualidade dos valores médios de % de
recuperacao dependeu da regido de concentracdo em gue foram determinados. Os valores
mais adequados foram obtidos com amostras que continham concentracdes de creatinina
iguais a 31,1 ou 52,3 mg L™, desde que analisados com ESIs com materiais MIP na sua
constituicdo. Do ponto de vista da repetibilidade destes resultados, os materiais de MIP/VP

revelaram-se os mais adequados, com desvios padréo relativos sempre inferiores a 7%.

Os resultados obtidos demonstraram claramente a necessidade da presenca de uma
material sensor na membrana, uma vez que os eléctrodos que apenas continham aditivo
apresentaram um desempenho limitado, tanto do ponto de vista da exatiddo como da
precisdo. Os resultados sugeriram ainda que as andlises a amostras reais deveriam ser
realizadas nas regides mais baixas de concentragdo e especialmente com os materiais MIP
a base de VP.
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4. Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

Neste trabalho, aplicou-se com sucesso a técnica de impressdo molecular na
producdo de materiais sensores de creatinina. Estes materiais foram preparados com
mondémeros diferentes, cujos grupos eram acido carboxilico ou piridina, tendo em vista
identificar qual destes originaria uma maior afinidade e seletividade para com a molécula

alvo.

A incorporacéo destes materiais em membranas poliméricas seletivas, na qualidade
de material sensor, permitiu concluir que a operacdo analitica dos elétrodos
correspondentes era muito semelhante, quando as avaliacdes foram realizadas em solucfes
padrdo. Estes materiais apresentaram sempre um comportamento de permutador neutro,
dada a necessidade sistematica da presenca de um aditivo aniénico na membrana. Foi
também possivel constatar que a resposta analitica destes elétrodos se encontrava
grandemente dependente do valor de pH e da composicdo do meio. A utilizacdo de meios
com valores de pH proximos de 2,5 foi uma condicdo necessaria a obtencdo de resposta

analitica util.

As membranas com material sensor MIP de MAA ou VP e que continham aditivo
apresentaram boa seletividade, sendo esta melhor do que aquela apresentada pelas
membranas que continham apenas aditivo e ndo tinham qualquer material sensor. Neste
sentido, foi possivel inferir que os materiais MIP melhoraram as caracteristicas de

seletividade dos elétrodos seletivos a creatinina.

De uma forma geral, os elétrodos seletivos preparados com materiais sensores a
base de mondémero MAA ou VP e com aditivo aniénico lip&filo apresentaram simplicidade na
concepcgdo, limites de detecdo relativamente baixos e boa seletividade. Os elétrodos

avaliados apresentam ainda a vantagem de serem construidos com um baixo custo, simples
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de reproduzir, podendo ser usados como um método alternativo de acompanhamento dos

niveis de creatinina em individuos afetados por uma reducao da sua atividade renal.

Do ponto de vista de aplicacdo, os dados obtidos apontam para melhores resultados,
no caso da urina, com membranas baseadas em materiais de MAA, e no caso do soro, com
membranas baseadas em materiais de VP, tanto do ponto de vista de precisdo como de
exatiddo. A qualidade dos resultados analiticos esta porém confinada a regido de calibracao,
sendo desejavel que as concentracdes das amostras diluidas sejam sempre inferiores a
1x102 mol L™.

Como sugestdes para trabalhos futuros, e tendo em vista a melhoria deste trabalho,
pode dizer-se que seria interessante reproduzir a metodologia de impressdo molecular
testando-a em diferentes meios (solventes) e suportes poliméricos. A ligacdo destes
materiais a nanoparticulas de ouro ou nanoestruturas de carbono poderia também traduzir-

se numa vantagem analitica, dadas as caracteristicas elétricas especiais destes materiais.
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