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Resumo
Os Polimeros Molecularmente Impressos (do inglés Molecularly Imprinted Polymers -MIPs),
sdo materiais poliméricos sintéticos elaborados para o reconhecimento molecular seletivo. A
sintese dos MIPs envolve a presenca do analito durante o processo de polimeriza¢ao, criando
sitios de ligagdo complementares a estrutura molecular do analito. Assim, os MIPs séo
capazes de reconhecer e se ligar aos compostos de interesse, reduzindo interferéncias de
outros compostos na analise e melhorando a exatiddo e confiabilidade dos resultados. Com
isso, os MIPs tém se destacado como uma ferramenta importante na Quimica Analitica, por
contribuir em etapas importantes na analise quimica como o preparo de amostra, além da
possibilidade de aplicacdo como receptor de sensores quimicos. Neste trabalho, foram
sintetizados MIPs para aplicagdo em trés cenarios: (i) extragcdo em fase solida utilizando
ponteira de pipeta descartavel (MISPE com DPX) para pré-concentracao de escopolamina em
urina sintética e determinacao por Eletroforese Capilar; (ii) fabricacdo de sensor fluorescente
para determinacao de captopril em amostras de agua e urina e (iii) preparacao de MIPs em
papel (p-MIPs) para extragdo de naproxeno utilizando o método polymerization-free. O
método integrado MISPE com DPX-CE obteve fator de pré-concentracdo de 20, com uma
faixa de trabalho de 0,5 a 6 uM, limite de deteccao (LOD) de 0,04 uM, repetibilidade de 6,4%,
e recuperagOes satisfatorias para 2uM e 6 puM, de 84% e 101%, respectivamente. A
determinacgao de captopril foi baseada na diminuicido da intensidade de fluorescéncia causada
pela interagdo entre o analito e o polimero molecularmente impresso fluorescente (Si-FMIP).
A sintese do material utilizou nanoparticulas de silica em conjunto com mondmero
fluorescentes. O método apresentou uma faixa de trabalho de 1 a 15 yM para analise de
aguas residuais, com LOD de 0,7 uM, repetibilidade de 5,4%, e recuperac¢des adequadas para
1,5 UM, 3,5 uM e 10 uM, de 98,5%, 99,9% e 99,2%, respectivamente. Para amostras de urina
sintética, o método apresentou uma faixa de 0,5 a15 uM, LOD de 0,4 uM, repetibilidade de
7,4%, e recuperagoes de 93,7%, 92,9%, 98,0%, para 1,5 uyM, 3,5 uyM e 7,5 uM,
respectivamente. Para o preparo de p-MIPs, foram avaliados o uso de PVDF, PVA e nailon-
6, embora ainda haja desafios a serem superados, como a otimizagdo das proporgdes dos
reagentes, os resultados encontrados neste estudo indicam um caminho promissor para o
aprimoramento continuo dessa abordagem de preparo. Contudo, os MIPs apresentados
ilustraram a versatilidade de aplicagdo desses materiais, desde a extragdo em fase soélida até
a fabricagcao de sensores, evidenciando sua relevancia na preparagdo de amostras e na

detecgao de compostos farmacéuticos em ambientes biolégicos e ambientais.

Palavras-chave: Preparo de amostras, microextracdo em fase sdlida, pré-concentragao,

Polimeros molecularmente impressos fluorescentes, estratégia one-pot.



Abstract
Molecularly Imprinted Polymers (MIPs) are synthetic polymeric materials designed for
selective molecular recognition. The synthesis of MIPs involves the presence of the analyte
during the polymerization process, creating binding sites that are complementary to the
molecular structure of the analyte. Thus, MIPs can recognize and bind to the compounds of
interest, reducing interference from other compounds in the analysis and improving the
accuracy and reliability of the results. Therefore, MIPs have become an important tool in
analytical chemistry, contributing to important steps in chemical analysis such as sample
preparation, as well as being able to be used as receptors for chemical sensors. In this work,
MIPs have been synthesized for application in three scenarios: (i) solid-phase extraction using
a disposable pipette tip (MISPE with DPX) for the preconcentration of scopolamine in synthetic
urine and determination by capillary electrophoresis; (ii) fabrication of a fluorescent sensor for
the determination of captopril in water and urine samples; and (iii) preparation of paper MIPs
(p-MIPs) for the extraction of naproxen using the polymerization-free method. The integrated
MISPE method with DPX-CE achieved a preconcentration factor of 20 with a working range of
0.5 to 6 uM, a limit of detection (LOD) of 0.04 uM, a repeatability of 6.4%, and satisfactory
recoveries for 2 yM and 6 uM of 84% and 101%, respectively. The determination of captopril
was based on the decrease in fluorescence intensity caused by the interaction between the
analyte and the fluorescent molecularly imprinted polymer (Si-FMIP). The material was
synthesized using silica nanoparticles together with fluorescent monomers. The method
demonstrated an LOD of 0.7 uM, repeatability of 5.4%, and adequate recoveries of 98.5%,
99.9%, and 99.2% at 1.5 yM, 3.5 uM, and 10 uM, respectively, for wastewater analysis over a
working range of 1 to 15 uM. For synthetic urine samples, the method showed a range of 0.5
to 15 pM, an LOD of 0.4 pM, repeatability of 7.4%, and recoveries of 93.7%, 92.9%, 98.0%,
for 1.5 uyM, 3.5 uM, and 7.5 uM, respectively. PVDF, PVA and Nylon-6 were evaluated for
preparing p-MIPs. Although there are still challenges to be overcome, such as optimizing the
proportions of reagents, the results found in this study indicate a promising path for continuous
improvement of this preparation approach. However, the presented MIPs illustrate the
versatility of the application of these materials, from solid phase extraction to sensor
fabrication, highlighting their relevance in sample preparation and detection of pharmaceutical

compounds in biological and environmental environments.

Keywords: Sample preparation, solid phase microextraction, preconcentration, fluorescent

molecularly imprinted polymers, one-pot strategy.
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1 INTRODUGAO

Os polimeros molecularmente impressos (do inglés Molecularly Imprinted
Polymers -MIPs) tém ganhado atencdo da comunidade cientifica nos ultimos anos,
como pode ser visto pelo aumento de publica¢des apresentados na Figura 1.1-A. Isso
se deve, a busca por materiais com alta estabilidade e seletividade. Assim, estudos
promissores para a obten¢ao de MIPs tém sido desenvolvidos em diversas areas de
pesquisa, como mostra a Figura 1.1-B. Os MIPs apresentam resultados satisfatérios
no reconhecimento de moléculas em uma ampla faixa de massa molecular, desde
moléculas volateis (Tominaga et al., 2012) a peptideos e proteinas (Boysen, 2019),
até mesmo virus e células (Sarafraz-Yazdi; Razavi, 2015). Por conta da alta
seletividade, os MIPs tornam-se excelentes ferramentas analiticas para extracéo e
pré-concentragcdo dos mais variados analitos, podendo ser aplicados em diferentes

protocolos de preparo de amostras e como sensores quimicos.
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(B)
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Figura 1.1—- (A) Numero de publica¢des cientificas sobre MIPs nos ultimos anos. (B) Distribuicdo das
publicagdes seguindo as categorias do Web of Science. Fonte: Web of Science. Dia da pesquisa: 27-
12-2023. Palavras-chave: molecularly imprinted polymers.

Os MIPs podem ser preparados por diferentes procedimentos adequados a
aplicacao final desejada. A estratégia mais comum € a sintese em bulk, onde a reagéo
€ realizada em sistema homogéneo. A sintese ocorre na auséncia de oxigénio, sob
aquecimento ou sob exposicao a radiagao UV, de modo a propiciar o inicio da reagao
radicalar. O solido polimérico resultante € moido, peneirado e submetido a limpeza
com solvente para extragdo da molécula molde (Cormack; Elorza, 2004); (Tarley;
Sotomayor; Kubota, 2005). Outros métodos de preparagéo de MIP sao relatados com
intuito de produzir particulas com tamanhos uniformes. Sinteses realizadas em
sistemas heterogéneos, incluem polimerizagéo por suspensao (Dourado et al., 2021),
por precipitacao (Jiang, X.; Liu, Z., 2012) e por expansao em multiplas etapas (He, H.
et al., 2010). Além desses, outros métodos de preparo contemplam reagdes de
polimerizagao dentro de poros de sélidos (silica e resinas) (Fernandes, R. S. et al.,
2017) e reagbes de polimerizagédo sobre superficie modificada de suporte solido (Xu
et al., 2020).
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1.1 Polimeros Molecularmente Impressos (MIP)

A tecnologia de impressao molecular comegou a ser explorada em 1972, quando
Wulff e Sarham conduziram estudos sobre a sintese de um polimero orgéanico
covalente, incluindo grupos seletivos para o acido glicérico, em que as interagdes
entre tal molécula e os monémeros eram de natureza covalente (Wulff; Sarhan, 1972
apud  Figueiredo; Dias; Arruda, 2008). As analises realizadas por esses
pesquisadores ndo apenas deram origem ao conceito de impressdo molecular, mas
também contribuiram para o desenvolvimento de ideias fundamentais, como a
polimerizagao por radicais livres (Martin-Esteban, 2001); (Tarley; Sotomayor; Kubota,
2005).

Os MIPs sdao materiais sintéticos com a capacidade de se ligar de maneira
especifica a uma molécula-alvo. Esses materiais sdo produzidos por meio da
polimerizagdo de mondmeros funcionais (MF) e reticulantes (agentes de ligagao
cruzada) ao redor de uma molécula molde (MM), resultando em um polimero
tridimensional altamente reticulado. A escolha dos mondmeros leva em consideragao
sua habilidade de interagdo com os grupos funcionais da molécula molde. A sintese
de um MIP se inicia pela mistura dos MFs com a MM, assim, os mondémeros irao
interagir com os sitios da molécula molde por meio de interagdes covalentes ou nao
covalentes (Sarafraz-Yazdi; Razavi, 2015). Em seguida, é adicionado ao meio
reacional um agente que promove ligagdes cruzadas no polimero a fim de formar uma
matriz polimérica rigida. A reagcédo de polimerizagéo € iniciada apos a adigdo de um
iniciador radicalar (Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005). Com a polimerizacao finalizada,
a MM é removida, por meio do uso de solvente adequado, ou, quando necessario, por
meio de clivagem quimica se a molécula estabelecer ligagdo covalente com o
mondémero. Com isso, as cavidades complementares a MM em tamanho e forma séo
disponibilizadas, com a capacidade de reconhecer seletivamente a molécula alvo. As
etapas descritas sao ilustradas na Figura 1.2 (Tamayo; Turiel; Martin-Esteban, 2007).
Os polimeros impressos resultantes sao materiais estaveis, dependendo da
abordagem de preparo sédo resistentes a uma ampla faixa de pH, solventes e
temperatura. Além disso, os MIPs podem simular receptores naturais, como
anticorpos, poréem sem as limitagdes de estabilidade associadas, sendo considerados

materiais biomiméticos. (Ashutosh; Lokman, 2017).
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Figura 1.2— Esquema representativo das etapas na sintese do MIP: (A) pré-polimerizagéo, (B)
polimerizagéo, (C) remogéo da molécula molde, (D) religagdo da molécula molde. Fonte: (Silva et al.,
2022b).

Trés métodos distintos foram descritos para a sintese de MIPs: abordagens
covalentes, ndo-covalentes e semicovalentes. Wulff e Sarhan (1972 apud Ashutosh
Tiwari; Lokman Uzun, 2017) apresentaram a abordagem covalente, que implica a
formacao de ligacbes covalentes reversiveis entre a MM e os MFs antes da
polimerizagdo. Logo depois, a MM é removida do polimero por meio da quebra das
ligagcbes covalentes correspondentes, as quais sdo reestabelecidas com a religagao
do analito. A estabilidade na interacéo entre MM e MF resulta em uma populacéo de
sitios de ligagdo bastante homogénea, minimizando a presenca de sitios nao-
especificos. Porém, a complexidade em projetar um complexo MM-MF apropriado, no
qual a formagao e a quebra da ligacado covalente sejam prontamente reversiveis sob
condigbes brandas, limita consideravelmente essa abordagem (Turiel; Martin-
Esteban, 2010); (Spivak, 2005).

A abordagem nao-covalente foi introduzida por Mosbach e Arshady (1981 apud
Turiel; Martin-Esteban, 2019) e, atualmente, é bastante empregada na preparagéo de
MIPs. Essa abordagem fundamenta-se na formacao de interagdes nao-covalentes,
como ligagdes de hidrogénio e interagdes idnicas, entre a MM e os MFs selecionados
antes da etapa de polimerizagao (Santos et al., 2012). O procedimento experimental

€ relativamente simples, e uma ampla variedade de monémeros capazes de interagir
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com praticamente qualquer tipo de molécula modelo esta disponivel comercialmente
(Cormack; Elorza, 2004). No entanto, essa abordagem ndo esta isenta de algumas
limitacdes, uma vez que as interagdes MM-MF s&o estabelecidas por um processo de
equilibrio durante a etapa pré-polimerizacéo. Portanto, para favorecer a formagao do
complexo MM-MF, é necessario empregar uma quantidade consideravel de MF
(Sellergren, 1997). lIsso resulta na incorporagao aleatéria de excesso de MFs livres
na matriz polimérica, resultando também na formagao de sitios de ligacdo nao-
seletivos e assim oferecem uma menor seletividade quando comparados aqueles que
foram obtidos pela sintese covalente (Martin-Esteban, A., 2013); (Kryscio; Peppas,
2012).

Uma opg¢ao intermediaria, unindo as vantagens que estas duas abordagens
oferecem, é a preparagao semicovalente. Neste caso, o processo de polimerizagao
ocorre por ligagao covalente da MM ao MF, sendo posteriormente removido por meio
de hidrdlise. Ja a religacao da MM é baseada apenas em interagbes ndo-covalentes,
facilitando assim o processo de eluicdo. As vantagens das interagées semicovalentes
incluem a associagéo dos grupos funcionais dos monémeros a MM, facilitando a sua
religacdo as cavidades seletivas. No entanto, a abordagem semicovalente é limitada
em suas aplicagcdes devido ao numero restrito de monémeros adequados (Ashutosh
Tiwari; Lokman Uzun, 2017); (Malik et al., 2019). Na Tabela 1.1. alguns dos principais

meétodos aplicados para impressdo molecular de polimeros foram listados.

Tabela 1.1- Comparacdo dos principais procedimentos de preparo de MIPs

(continua).
P:j()ecre);i;r::rr:)to Vantagens Desvantagens REF.
Rapidez e simplicidade  Necessario moagem e
Polimerizagao 10 preparo peneiramento; (Sirumapea
“bulk” (instrumentacgao); particulas irregulares; et al., 2021)

Polimerizagao

pureza nos MIPs
produzidos;
Processo simples com
uma etapa de

sitios de baixa
afinidade;

Particulas grandes;
baixo reconhecimento

(Dourado et

em suspensao polimerizagao; da MM: al., 2021)
particulas esféricas; ’
Particulas poliméricas Resquicios de
Polimerizagéo monodlsp_ersas d.e alto surfacEar.ltesl pos (Liu, Y. et al.,
z rendimento; reacao; baixa
em emulsao ] o ) 2016)
polimeros soluveis em capacidade de
agua; impressao;
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Tabela 1.1- Comparacao dos principais procedimentos de preparo de MIPs

(conclusao).

Procedimento

de preparo Vantagens Desvantagens REF.
Particulas esféricas
Polimerizagao regulares e Processo lento: (Lai et al.,
por nucleagao monodispersas; ’ 2007)
resisténcia mecanica;
. o Uma unica etapa Quantidade alta de
Pollmer_lz_agag preparatoria; particulas MM; alto fator de (Ma et al.,
por precipitagcao " ) ) L 2018)
esféricas e uniformes; diluicao;
Facilidade de fabricagao
em temperatura Limitacao dos (Zhou et al
Sol-gel ambiente; solventes reagentes de 2019) v

ambientalmente
amigaveis;

polimerizagao;

Fonte: adaptado (Chen et al., 2016)

1.2 Aplicagcoes de MIPs: estado da arte

Os MIPs sao versateis e podem ser aplicados no desenvolvimento de métodos

analiticos, proporcionando um ganho em seletividade e sensibilidade em diferentes

contextos. Alguns empregos dos MIPs estao listados no Quadro 1.1. Esses exemplos

ilustram a pluralidade e aplicabilidade do MIPs com uma ampla gama de técnicas

analiticas, tornando-os valiosos em diversas areas de aplicacdo, desde a medicina

até a analise ambiental.

Quadro 1.1- Aplicagdes dos MIPs em diversas areas (continua).

Aplicacao Funcao dos MIPs REF.
Cromatografia Utilizados como materiais de fase estacionaria  (Santos, M.
Liquida e em cromatografia liquida e gasosa, G.etal,
Gasosa proporcionando separacgio seletiva de analitos 2012)
Incorporacao em sensores para detecgao de
gi?;?:z analitos, seja por técnicas opticas, (Zy:?g’zgz'(l):)'
eletroquimicas ou de impedancia v
= Empregados como sorventes em métodos de (Jayasinghe;
Extracdao em ~ o Moreda-
1 extracdo, melhorando a seletividade na e
Fase Solida reparacao de amostras Pineiro,
preparag 2021)
. Empregados como substitutos sintéticos de
Imunoensaios . ) . (Wang, J. et
anticorpos em imunoensaios, melhorando a
Moleculares al., 2019)

estabilidade e custo
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Quadro 1.1- Aplicacbes dos MIPs em diversas areas(conclusao).

Aplicacao Funcao dos MIPs REF.

Utilizados em estudos de interagdes (Vaneckova
moleculares, contribuindo para a compreensao et al., 2020)
de processos de reconhecimento molecular

Reconhecimento
Molecular

Incorporados em sistemas microfluidicos para

Técnicas de deteccgéao rapida e eficiente de analitos em (Wang, Y. et
Microfluidica . al., 2013)
pequenas quantidades de amostras
Empregados em métodos de separacgao e (Turiel;
Separagao e o2 . . Martin-
e~ purificagédo, proporcionando uma alternativa
Purificagao . . L Esteban,
seletiva a resinas convencionais 2010)
Sensores de Aplicados em sensores para detec¢ao de gases (Hua;
Gases e e vapores, com aplicagdes em monitoramento Ahmadi;
Vapores ambiental e industrial Kim, 2022)
Nanoparticulas inorgénicas revestidas com
(Orbay et

Nanomateriais polimeros impressos molecularmente: fabricacéo al., 2022)
e aplicagdes biomédicas "

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

Considerando esses aspectos e a versatilidade destes materiais, a presente
tese de doutorado teve como foco explorar dois procedimentos de sintese de MIPs:
polimerizagao via bulk e polimerizagao sol-gel utilizando uma estratégia one-pot de
preparo. Além destas sinteses, apresentar um método alternativo via polymerization-
free. Dessa forma, este trabalho foi dividido em trés capitulos, o primeiro trata da
aplicagdo de MIP como uma fase sodlida extratora para pré-concentragdo de
escopolamina. O segundo capitulo aborda o preparo de um sensor para captopril, a
partir de um polimero molecularmente impresso fluorescente. O terceiro capitulo
apresenta os estudos preliminares para desenvolvimento de MIPs em papel. Em cada
um dos capitulos foi abordado os impactos e relevancia dos analitos, bem como a

descricdo do preparo dos MIPs.
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2 SINTESE DE POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS PARA
EXTRAGAO E PRE-CONCENTRACAO EM FASE SOLIDA (MISPE) DE
ESCOPOLAMINA EM AMOSTRAS DE URINA SINTETICA

2.1 Introdugao

A determinagéo de farmacos e drogas de abuso em fluidos corporais tem se
mostrado importante em diversos cenarios, como controle antidoping em atletas,
monitoramento de drogas terapéuticas, toxicologia forense e clinica, bem como
pesquisas relacionadas a farmacologia. Drogas de abuso € um termo aplicavel a
substancias para fins nao terapéuticos, ou uso improprio de substancias prescritas.
As drogas de abuso s&o usadas tanto para consumo proprio quanto para a dopagem
de vitimas devido a seus efeitos alucindgenos (Mulder; Halquist, 2021).

A escopolamina (SCP) é um alcaloide tropanico com efeitos sedativos,
anticonvulsionantes e analgésicos. Quando utilizada como droga de abuso, pode
prejudicar temporariamente a habilidade de absorver novas informagdes, de
concentracéo, podendo gerar alucinagdes visuais e auditivas, caracterizados por um
estado de embriaguez, seguido de um sono profundo acompanhado de amnésia.
Algumas substancias — como a escopolamina — quando misturadas intencionalmente
a bebidas alcodlicas sao conhecidas popularmente como “Boa Noite Cinderela”, ato
que causa a dopagem de vitimas para fins de assalto ou abuso sexual (Martinez;
Almeida, 2009). O numero de casos do golpe é crescente, em especial ao publico
feminino, LGBTQIA+ e homens susceptiveis a furto (Le Garff et al., 2016); (Saiz et al.,
2013). Ainda ndo ha estudos que validam uma dose letal de SCP a organismos
adultos, mas ja existem alguns casos clinicos onde massas acima de 2 mg de
escopolamina sao suficientes para causar envenenamento com sintomas graves em
adultos (Corallo; Whitfield; Wu, 2009).

Tanto as drogas de abuso e seus residuos metabdlicos, quanto farmacos em
geral, podem ser determinados por meio da aplicacdo de diversos tipos de métodos
analiticos que apresentam diferentes graus de automagdo, seletividade e
detectabilidade. As principais dificuldades encontradas na determinagao de analitos
em concentracdo trago estdo relacionadas com aspectos de seletividade e
detectabilidade fornecidas pelo método aplicado (Boone et al., 1999). As amostras
biolégicas em que residuos de escopolamina podem ser encontradas e sao
comumente analisadas sao: urina (Silva et al., 2017), cabelo (Tagliaro et al., 1998),
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soro (Soldin et al., 2005), saliva (Bista et al., 2014) e sangue (Forteschi et al., 2014).
A coleta desses tipos de amostras é relativamente simples e o volume amostral
disponivel é relativamente alto. Varios métodos sdo encontrados na literatura com a
finalidade de separacdo e quantificagdo de alcaloides tropanicos em matrizes
complexas, como a eletroforese capilar (do inglés Capillary Electrophoresis - CE)
(Cherkaoui et al., 1997), cromatografia de camada delgada (do inglés Thin-
Layer Chromatography - TLC) (Gadzikowska et al., 2005) e HPLC (do inglés High
Performance Liquid Cromatography) (Min et al., 2007) acoplada a detectores de
absorcao no UV (Theodoridis et al., 2003) e espectrometria de massas (Zeng et al.,
2015). Além da baixa concentragdo dos analitos, as matrizes biolégicas tém em sua
composi¢cao quantidades significativas de proteinas, carboidratos e lipideos, além de
outras moléculas menores com diversas polaridades, ou seja, possuem uma
variedade de constituintes que sao possiveis interferentes. Portanto € necessario o
emprego de técnicas de preparo de amostra seletivas para o composto de interesse
(Borges; De Figueiredo; Queiroz, 2015).

A determinacio de analitos presentes em baixas concentracbes em amostras
complexas requisita muito cuidado, desde o processo de amostragem até o
processamento final dos dados. Visto que, erros podem ser introduzidos nas
diferentes etapas, os quais propagados comprometem a confiabilidade do resultado
analitico final (Hu et al., 2021). Apesar da evolucéo das técnicas analiticas nas ultimas
décadas, as etapas de preparo de amostra envolvendo extragao e pré-concentragao
ainda sao de extrema importancia, especialmente envolvendo amostras complexas

com baixos niveis de concentracado do analito (Fumes et al., 2015).

2.1.1Preparo de amostras

O preparo de amostras € uma etapa importante na sequéncia analitica e se faz
necessaria na analise de diversas matrizes, como alimentos e amostras bioldgicas.
Esta etapa visa remover potenciais interferentes da amostra e isolar os analitos antes
de sua determinagéao por alguma técnica analitica (Fumes et al., 2015). Estima-se que
a maior parte do tempo despendido em uma analise quimica corresponda a etapa de
preparo de amostra, sendo a mais morosa de todo o processo analitico (Hu, T. et al.,
2021); (Krug; Rocha, 2019). Muitos sdo os métodos comumente aplicados na etapa
de preparo de amostras, como extracdo em fase solida (do inglés Solid-Phase
Extraction - SPE) (Eskandari; Shariati, 2011), microextracdo em fase sélida (do inglés
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Solid-Phase Microextraction - SPME) (Vazquez; Mughari; Galera, 2008), extragao
liquido-liquido (do inglés Liquid-Liquid Extraction - LLE) (Yu et al., 2017), extragao por
fluido supercritico (do inglés Supercritical Fluid Extraction - SFE) (Rissato et al., 2004),
microextracao liquido-liquido (do inglés Liquid-Liquid Microextraction - LLME) (Rezaee
et al., 2006) e filtragao (Bizzotto et al., 2013).

A SPE é uma das técnicas de preparo de amostra mais empregada
previamente a analises cromatograficas. Introduzida na década de 70, se tornou um
dos substitutos mais viaveis para a LLE (Fumes et al., 2015). A remogédo de
interferentes e a pré-concentragao dos analitos por SPE ocorre a partir da passagem
da amostra por uma fase extratora (FE), essa fase extratora é formada normalmente
por um sélido, dentro de um cartucho ou coluna. A interacéo entre FE e analito pode
ocorrer através de diferentes mecanismos, como adsor¢ao, troca idnica, exclusao e
particao.

A SPE possui a vantagem de realizar dois processos importantes, como a
limpeza da amostra (clean-up) e a pré-concentragao dos analitos. A natureza da FE é
um fator importante na eficiéncia da SPE, uma vez que suas propriedades definem
quais espécies terao afinidade pela FE, afetando assim a seletividade do
procedimento de extragdo. Com isso, a busca por novos materiais para SPE vem
atraindo a atencao de diversos pesquisadores. De acordo com Fritz (1999) existem
trés condi¢cées que o material sorvente deve obedecer: (i) uma quantidade alta e
reprodutivel deve ser extraida pelo sélido componente da FE; (ii) os analitos apds a
adsorcao a FE, devem ser facilmente eluidos por um solvente ou solugao, ou seja, o
processo de adsorcao deve ser reversivel; (iii) o sélido deve ser poroso com uma
grande area superficial, livre de impurezas e apresentar boa estabilidade perante a
matriz e os solventes de eluicio utilizados.

Neste contexto, uma proposta para a melhoria no desempenho da SPE sao os
polimeros molecularmente impressos, 0os quais visam aumentar de forma significativa
a seletividade das FE, essa combinagcdo chamada de MISPE (do inglés Molecularly

Imprinted Solid Phase Extraction).

21.2 Extracao em fase soélida empregando polimeros molecularmente
impressos - MISPE
MIPs representaram um avanco importante nas técnicas de preparo de

amostras; a técnica de impressao molecular € capaz de produzir polimeros com sitios
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de reconhecimento molecular, preparados a partir de uma molécula molde ou
molécula alvo. Assim, possuem a capacidade de reconhecer e se ligar ao analito
desejado. Além da alta seletividade, o MIP apresenta caracteristicas como:
estabilidade quimica e térmica, boa capacidade de adsor¢cédo, ampla faixa de pH de
trabalho e resisténcia a altas temperaturas (Ashutosh Tiwari; Lokman Uzun, 2017).

Os procedimentos envolvendo MISPE nao diferem de outros procedimentos de
SPE. Normalmente, uma pequena quantidade (15-500 mg) de MIP é embalada em
cartuchos de polietileno e, em seguida, realiza-se as etapas de condicionamento,
extracao e eluicdo do analito. Posteriormente, o analito é quantificado de acordo com
a técnica analitica disponivel. Ha diversos artigos publicados descrevendo a sintese
e o0 uso de MIPs para SPE, como: aplicacdo na extracdo e determinacao de taninos
condensados — MISPE/HPLC-UV (Martins et al., 2020); determinagéo de fenilalanina
— MISPE/UV-vis (Alves et al., 2015); extracado e quantificagdo do corante acid green
16 - MISPE/UV-vis (Foguel et al., 2017). Além disso, algumas empresas ja
comercializam cartuchos embalados com MIPs adequados para a determinacao de
analitos em diferentes amostras (Lowdon et al., 2020).

A estratégia de sintese de um MIP para uma aplicagao especifica depende de
muitas etapas experimentais, incluindo: escolha dos reagentes, a preparagao do
material, a avaliagdo do seu desempenho seletivo na extracédo. Isso faz com que o
planejamento e o desenvolvimento do MIP sejam morosos e utilizem grandes
quantidades de solventes e solugdes. Com o desenvolvimento da quimica
computacional, iniciou-se o emprego da computagido quantica para otimizar a sintese
de MIPs em funcgao da aplicagao pretendida (Dong et al., 2005). A utilizacdo de uma
abordagem computacional para otimizagado da impressao molecular ja foi apresentada
em diferentes trabalhos (Fonseca; Nascimento; Borges, 2016; Gupta; Shah; Singh,
2016; Pogany; Razali; Szekely, 2017;Tabandeh et al., 2012) e a maioria dos estudos
computacionais focam na triagem rapida do melhor MF.

Apesar da diversidade de diregdes sugeridas pelas simulagbes, nao ha
consenso sobre a melhor forma de modelar as interacbes em um sistema de
impressao molecular, nem sobre o melhor método para descrevé-lo matematicamente
(Cowen; Karim; Piletsky, 2016; Nicholls et al., 2009; Soté, 2022) . Torna-se assim,
uma escolha baseada no parametro empirico a ser investigado pelo pesquisador.
Considerando que as formacdes das interacées ndo-covalentes presentes no sistema

pré-polimerizagcdo sdo dinamicas e que o solvente atua como elemento ativo na
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formacao da rede polimérica, um dos métodos de simulagdo computacional capaz de
avaliar o dinamismo das interagbes entre um elevado numero de componentes € a
Dinamica Molecular (DM) classica. A DM descreve o movimento de atomos a partir do
formalismo das mecanicas classica e estatistica, fornece informacdes sobre o
comportamento dindmico microscépico, dependente do tempo, dos atomos individuais
que compdem o sistema (Namba; Silva; Silva, 2008). Para tanto, considera-se que as
alteragdes conformacionais moleculares sejam decorrentes somente de interagbes
gue nao envolvam a participagéo de particulas subatémicas (Alder; Wainwright, 1959).
Ao se desconsiderar os principios que regem a dinamica dos elétrons, pode-se
descrever simultaneamente um elevado numero de atomos com uma demanda
computacional relativamente reduzida e amostrar processos conformacionais e
energéticos, descritos somente por potenciais ndo-covalentes, a partir de conjuntos
termodindmicos definidos (Alder; Wainwright, 1959; Soté, 2022). As moléculas
simuladas neste trabalho foram os monémeros funcionais: acido acrilico (AAC), acido
metacrilico (MAA) e acrilamida (ACR), o agente de ligacao cruzada dimetacrilato de

etilenoglicol (EGDMA) e a molécula molde escopolamina.

2.1.3 Extracdo em ponteira descartavel

A miniaturizagdo no preparo de amostras vem apresentando grandes avangos
em relagao aos principios da Quimica Analitica Verde. Muitos desses aspectos sao
aplicados, como a reducao de grandes volumes (amostra/solvente), que além de gerar
menor quantidade de residuos também envolve menor consumo de energia em todo
o processo (Carasek; Morés; Huelsmann, 2022). Uma possibilidade de miniaturizagéo
no preparado de amostras € a variacao da SPE tradicional para extracdo com ponta
de pipeta descartavel (do inglés Disposable Pipette Extraction - DPX), na qual
emprega-se volumes menores de amostra e massa reduzida de fase sdlida (Bordin et
al., 2016).

A DPX permite a extracado rapida do analito e solugbes usando ponteiras
descartaveis ao invés de cartuchos ou tubos de ensaio (Tomasin et al., 2021). A
técnica consiste na modificagao de uma ponteira de pipeta (1,0 ou 5,0 mL), onde uma
pequena quantidade do sélido sorvente esta contida entre dois filtros (geralmente 1a
de vidro). Na DPX, as amostras sdo misturadas com o sorvente disperso para

proporcionar equilibrio rapido pelo contato efetivo entre eles (Silva et al., 2022a).
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A DPX tem sido comumente usada na preparagao de amostras para diferentes
aplicacdes, tais como a toxicologia forense e quimica. Bordin e colaboradores (2014),
identificaram a presenga de cocaina, nicotina e metabdlitos em amostras de meconio
usando DPX e como técnica de quantificacdo a cromatografia gasosa com detecg¢ao
de espectrometria de massas (do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry -
GC-MS) (Bordin et al., 2014). Entretanto, como a DPX é uma técnica relativamente
nova, a quantidade de fases extratoras comercialmente disponiveis e o alto custo em
relagao aos cartuchos de fase sdlida tradicionais representam uma limitacdo para sua
aplicabilidade em analises de rotina (Bordin et al., 2016). Portanto, desenvolver fases
solidas para aplicacdo em DPX sugere um campo promissor, principalmente
sorventes seletivos como os MIPs. Pelo exposto, a proposta deste trabalho foi
combinar MIP-DPX (i.e. MISPE) para determinacao de escopolamina em amostras de

urina sintética.

2.1.4 Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese € uma técnica de separacao desenvolvida no século XX, por
Arne Tiselius, em meio a necessidade de estudo de proteinas em soro recém-
descobertas na época. O fendmeno da eletroforese consiste na migragao de espécies
ibnicas ou ionizaveis, quando estas estdo dissolvidas ou suspensas em um eletrdlito,
a partir da aplicacdo de um campo elétrico (Skoog, et al. 2006). Utilizando o fenbmeno
da eletroforese, a técnica instrumental de eletroforese capilar (do inglés Capillary
Electrophoresis - CE) foi desenvolvida, onde a separagao ocorre dentro de capilares
com dimensdes micrométricas e que permitem a aplicagcao de altas voltagens. A CE
€ adequada na separagao e determinagao de analitos de forma similar a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa, cromatografia idnica e eletroforese
em placas de gel, quando acoplados as técnicas de detec¢gdo. Com aplicagdes
bioquimicas, clinicas, ambientais, alimentares, forenses e farmacéuticas (Ahuja;
Jimidar, 2008; El-Attug; Adams; Van Schepdael, 2012; Forteschi et al., 2014),
englobando compostos organicos idnicos e n&o idnicos, inorganicos idnicos e néo-
ibnicos e macromoléculas (tais como proteinas e oligonucleotideos e compostos
quirais); (Oliveira et al., 2014; Lourengo et al., 2015; Ribeiro et al., 2016). Outras
vantagens que a tornam a técnica de CE t&o atrativa sdo (Cunha, 2017):

v Possibilidade de automacao;
v Injegao direta sem pré-tratamento das amostras;
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v" Pequenas quantidades utilizadas de padrao e amostra, volumes tipicamente da
ordem de 1 a 10 nL, diminuindo a geragao de residuos;

v O principal solvente utilizado na composigao do eletrélito é a agua;

v' Versatilidade: uma uUnica coluna capilar pode ser utilizada na separagédo de
classes de compostos completamente diferentes, sendo preciso apenas a
variagao do meio interno do capilar, o adequando para determinadas corridas;

v Possibilidade de injegao e detecgdo em fluxo;

<\

Baixo custo do equipamento e manutencgao;
v' Tempo de andlise reduzido quando comparada a qualquer técnica de
separagao.

A CE oferece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para
eletroforese (placas de gel, papel, etc.), pois a alta resisténcia do capilar comumente
usados (tubos de silica fundida cobertos com poliamida) possibilita o estabelecimento
de campos elétricos de valores elevados (100-1000 V cm-'), resultando em analises
com separagdes de alta eficiéncia e tempos de anadlise apreciavelmente curtos
(Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

Como qualquer técnica, CE possui desvantagens. Como limitacbes na
capacidade de separagdo de compostos com similaridades estruturais. A
reprodutibilidade dos resultados na CE pode ser afetada, pela temperatura, pH,
composicao do tampao. Nestes quesitos, a HPLC tem um desempenho melhor
(Bizzotto et al., 2013). No caso particular da CE equipada com um detector C*D (Silva;
Lago, 1998; Lago, 2009; Zemann et al., 1998), os limites de detecgao (LOD) estdo na
ordem de 10-°a 10-® mol L', se n3o for introduzido a etapa de pré-concentragéo (SPE)
exclui a possibilidade de analisar elementos tragos, limitando a variedade de matrizes

de aplicagdo da mesma (Cunha, 2017).
2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Tendo em vista que o desenvolvimento de polimeros molecularmente impressos
representa um avango importante no preparo de amostras, o presente trabalho tem
como objetivo geral sintetizar um MIP para extracdo e pré-concentracdo de
escopolamina empregando ferramentas computacionais para otimizar as condigdes

de sintese e a eletroforese capilar como técnica de quantificagao.
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2.2.2 Objetivos especificos
i. Empregar ferramenta computacional para investigar o melhor mondémero
funcional na preparacao de MIPs;
ii.  Sintetizar via bulk e caracterizar o melhor MIP;
iii.  Avaliar a capacidade de adsor¢ao do MIP obtido;
iv. ~ Combinar o MIP como FE em ponteira descartavel — DPX;
v. Verificar a seletividade do MIP com moléculas analogas a escopolamina;
vi. Otimizar as condicdes de extracdo e eluicdo da escopolamina utilizando
planejamento fatorial de experimentos;
vii.  Desenvolver um método analitico utilizando eletroforese capilar com deteccéo
condutométrica sem contato empregando o dispositivo MIP-DPX desenvolvido
para extragcdo e pré-concentracdo de escopolamina em amostras de urina

sintética.

2.3 Materiais e métodos

2.3.1 Reagentes e solugoes

Para a sintese dos polimeros foram utilizados: bromidrato de escopolamina
(99%, SCP) como molécula molde; acido acrilico (98%, AAC), acrilamida (98%, ACR),
acido metacrilico  (99%, MAA) como monémeros funcionais; 1,1'-
azobis(ciclohexanocarbonitrila) (99%, ABCN) como iniciador radicalar; dimetacrilato
de etilenoglicol (99%, EGDMA) como agente de ligagcéo cruzada, todos adquiridos da
Sigma-Aldrich (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha). O metanol como solvente
porogénico e acido acético como solvente de remogao da molécula molde foram
adquiridos, respectivamente, da NEON (Sao Paulo, Brasil) e da Dinamica (Sao Paulo,
Brasil).

Outros reagentes, tais como a atropina (99%), acido butirico (99%) foram
obtidos também da Sigma-Aldrich (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha). O padrao de
butilbrometo de escopolamina foi adquirido em uma farmacia de manipulacado da
regido. As solugdes estoques foram preparadas usando agua deionizada de um
sistema Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franga).

Para os experimentos utilizando a eletroforese capilar, a solugao utilizada como
eletrélito de corrida (do inglés Background Electrolyte - BGE) foi preparada
solubilizando 20 mmol de acido butirico (99% de pureza, Sigma-Aldrich, Merk KGaA,
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Darmstadt, Alemanha), 7 mmol de NaOH (Vetec, Duque de Caixas, Brasil) em 10,00
mL de agua deionizada em um baldo volumétrico, pH 4,5.

Os reagentes empregados para o preparo da urina sintética, como acido citrico
(99%), acido ascorbico (99%) e sulfato de sodio (99%) foram adquiridos da Vetec
(Duque de Caixas, Brasil). O bicarbonato de soédio (99%), cloreto de célcio di-hidratado
(78%), cloreto de sédio (99%), cloreto de amoénio (99%) foram obtidos da Synth
(Diadema, Brasil). Ja o hidrogenofosfato de potassio (99%) e di-hidrogenofosfato de
potassio (99%) foram obtidos da Merck (Darmestadio, Alemanha). Por fim, a ureia
(99%), acido urico (99%), sulfato de magnésio hepta-hidratado (99%) foram
adquiridos, respectivamente da Dindmica (Sdo Paulo, Brasil), Sigma-Aldrich (Saint

Louis, EUA) e Neon (Sao Paulo, Brasil).

2.3.2 Instrumentacao

Os polimeros foram lavados com metanol e separados em uma centrifuga da
marca Kindly, modelo KC5. Outra etapa de lavagem ocorreu no sistema Soxhlet e os
solventes utilizados na remocéao foram avaliados utilizando um espectrofotometro UV
— Vis da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S. Utilizou—se cubetas de
quartzo com 1 cm de caminho Optico e obteve-se o espectro de absorg¢do na regido
do UV-VIS. As determina¢des de bromidrato de escopolamina (SCP, ou apenas
escopolamina), atropina, butilborometo de escopolamina, foram realizadas pela técnica
de eletroforese capilar. O equipamento utilizado & equipado com dois detectores C*D.
Os detectores foram posicionados a 10 cm (comprimento efetivo — primeiro detector)
e 40 cm (comprimento efetivo — segundo detector) ao longo da coluna capilar de silica
fundida com comprimento total de 50 cm. O capilar foi mantido termostatizado a 25°C.
Uma voltagem constante de 20 kV foi aplicada durante a corrida eletroforética. O modo
hidrodinamico foi selecionado para injetar a amostra no capilar a 25 kPa por 2,0 s.
Rotineiramente, antes da primeira analise, o capilar de silica foi lavado com agua
deionizada por 500 s, com 1,0 mol L' de NaOH por 500 s, novamente com agua
deionizada por mais 500 s e, finalmente, com o BGE por 500 s (Ribeiro et al., 2022).

Quando necessario, o0 ajuste de pH das amostras e das solugdes de trabalho,
foi utilizado um pHmetro da marca Kasvi, modelo K39-1420 A e solugbes de NaOH e
HCI, ambas 0,10 mol L-'. Além dos instrumentos citados, ainda foram utilizados para
os ensaios de adsor¢ao a mesa Agitadora Orbital TE-141 — Tecnal; balanga analitica
- GEHAKA - Modelo AG200; ultrassom da marca Ultronique, modelo Q3.0.
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Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-
se um espectrofotdbmetro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin Elmer, na
regido compreendida entre 4000 e 500 cm-'. As analises das amostras foram feitas no
estado solido, com a utilizacdo do acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR)
com cristal de diamante. O espectrofotdmetro utilizado pertence ao Grupo de Materiais
Inorganicos do Tridangulo (GMIT) localizado no Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia
de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da UFU.

Analises morfologicas envolvendo microscopia eletronica de varredura foram
realizadas no Laboratério de Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia (LMIQ — UFU). As micrografias obtidas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) foram adquiridas em um microscépio Tescan modelo
VEGAS equipado com um detector de espectroscopia de energia dispersiva de raios
X (do inglés Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy — EDS) . Antes das analises as
amostras foram recobertas com ouro, aplicando - se uma voltagem de aceleracao de
5.0 kV e a magnificagcbes escolhidas foram 5000x e 10000x.

A area de superficial, tamanho e volume de poro das particulas foram
determinados por isotermas de adsorgao/dessorgao de nitrogénio usando o analisador
de area de superficie e tamanho de poro Novatouch LX1 (Quantachrome GmbH and
Co. KG). As isotermas de adsorcao/dessorcao de nitrogénio foram coletadas apds
desgaseificacdo das amostras a 140 °C sob vacuo por 3 h. A area superficial
especifica foi calculada usando a teoria de Brunauer—Emmett—Teller (BET), enquanto
o método de Barrett—Joyner—Halend (BJH) foi usado para determinar os volumes dos
poros € a distribuicdo do tamanho dos poros. As analises foram realizadas no Grupo
de Quimica de Materiais Inorganicos Nanoestruturados do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (GQMIN — UFU).

2.3.3 Estudo teérico
A aplicacdo de uma abordagem computacional aliada a tecnologia de
impressao molecular foi apresentada previamente em diferentes trabalhos (Bitar et al.,
2015; Maouche et al.,, 2015; Wong et al., 2015). A maioria dos estudos
computacionais focam na triagem rapida do melhor monémero funcional (Silva et al.,
2022b), pois isto auxilia na escolha dos melhores reagentes para o desenvolvimento
de um MIP, diminuindo com isso algumas etapas experimentais. Para compreender

as propriedades de interacdo do MIP ao nivel molecular, simulagdes de dinamica
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molecular foram realizadas usando o pacote GROMACS 2016.4 (Abraham et al.,
2015) e o campo de forga OPLS (do inglés Optimized Potentials for Liquid Simulations)
de todos os atomos (Jorgensen; Maxwell; Tirado-Rives, 1996). A dindmica molecular
(DM) é capaz de descrever o movimento de atomos no espago utilizando o formalismo
mecanico classico. Em virtude desse tipo de descricdo, considera-se que as
alteragdes conformacionais moleculares sejam decorrentes somente de interagdes
fisicas no sistema e ndo eletrénicas (Sote, 2022).

Estruturas moleculares individuais foram obtidos via LigParGen, Webserver
gerador de parametros de ligantes organicos (Dodda et al., 2017). O arranjo inicial do
sistema foi construido usando a ferramenta PACKMOL (Martinez et al., 2009). Os
sistemas foram colocados dentro de caixas de simulag¢ao cubicas individuais, o centro
de massa da SCP em uma origem arbitraria e disposta aleatoriamente em torno dele
500, 500 e 1.000 ligantes, reticulantes e moléculas de solvente, respectivamente. O
numero de moléculas foi selecionado para representar um sistema saturado e para
garantir que o molde tivesse contato suficiente para a formagdo espontédnea do
complexo de pré-polimerizacdo. O mesmo protocolo foi aplicado para todos os
sistemas. Os nimeros totais de atomos nos sistemas simulados foram 24 545, 26 045
e 25 045 para AAC, MAA e ACR, respectivamente (Silva et al., 2022b).

As simulagdes foram realizadas pelo Ms. William Oliveira Soté, supervisionado
pelo Prof. Dr. Moacyr Coma Junior (Laboratério de Modelagem Molecular e Quimica

Computacional — Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia).

2.3.4 Sintese dos polimeros (MIP/NIP)

Foram realizadas trés sinteses de polimeros impressos utilizando bromidrato
de escopolamina como molécula molde (MM) e variando o tipo de monémero funcional
(MF): acrilamida (ACR), acido acrilico (AAC) e acido metacrilico (MAA). A quantidade
de cada um dos componentes empregados € mostrada na Tabela 2.1 e as estruturas
dos reagentes estao apresentadas na Figura 2.1. Os MIPs foram sintetizados em
meio homogéneo, pelo método de polimerizacdo em bulk, uma adaptagcdo dos
procedimentos realizados por Fogel et al. (2017) e O’'Mahony et al. (2013).
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Tabela 2.1- Quantidade dos reagentes utilizados nas sinteses

Estequiometria MM MF  EGDMA ABCN Metanol
MM: MF (mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mL)
1:5 0,8 4,0 15,0 0,45 10
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

SCP CEGDMA CABCN
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C ACR C AAC C MAA o
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Figura 2.1- Estruturas da molécula molde (SCP), agente de ligagdo cruzada (EGDMA), iniciador
radicalar (ABCN), mondmeros funcionais: ACR, AAC e MAA. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

As reacdes de polimerizagao foram conduzidas em um baldo de fundo redondo
vedado, contendo inicialmente a MM, o MF e o0 metanol como solvente porogénico.
Esta mistura foi deixada em repouso, a temperatura ambiente, por 4 horas para
contribuir com a interacdo entre o monémero e a SCP. Apds este tempo, o agente de
ligacao cruzada EGDMA foi acrescentado e o meio reacional foi desareado sob fluxo
de N2 durante 5 minutos. Em seguida, o iniciador radicalar ABCN foi adicionado e a
solugado foi novamente desareada sob fluxo de N2 por mais 5 min. Logo depois, a
mistura foi levada por 10 min em banho de ultrassom. Depois disso as misturas foram
aquecidas durante 6 horas em banho de 6leo, seguindo uma rampa de temperatura
iniciada em 60° C e finalizada em 80°C. Finalmente, o produto da reagao foi transferido
para um tubo plastico, lavado com metanol repetidas vezes. Para isso, utilizou-se 10
mL de solvente e centrifugagdo com 3000 rpm por 10 min. Esta etapa foi repetida por
quatro vezes com o objetivo de retirar o excesso de reagentes. As etapas envolvidas
na sintese estdo esquematizadas na Figura 2.2. A sintese do NIP foi realizada

seguindo o mesmo procedimento descrito, exceto pela adicdo da MM. O NIP (do inglés
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Non-imprinted Polymers - NIP), é utilizado como controle para avaliar a seletividade

dos sorventes sintetizados.

Mondémero +
Escopolamina ARCH +
(SCP) + Metanol EDGRAR ()15 min
* * \ Ultrassom
0 :
Polimerizacao @
g i >>> el j > >
L]
v
M
Centrifugagao:
4 lavagens com
E metanol
<L <L £94
11
Armazenamento e Patufa:
aplicagao @ 24k
60°C Sistema Soxhlet

Figura 2.2— Fluxograma do preparo dos polimeros MIP/NIP. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Posteriormente, MIP e NIP foram lavados por 24h utilizando um sistema
Soxhlet. Primeiro com 400 mL de solugao metanol e acido acético na proporgao 9:1
(v/v) (Theodoridis et al., 2003) durante 18h. Em seguida, com 400 mL de metanol por
6h. Para monitorar a remog¢ao da MM, varreduras dos solventes empregados foram
realizadas na regido do UV-vis. Depois os polimeros foram secos em estufa a 60-70°C

por 24h. Apds a secagem foram armazenados em um frasco fechado.

2.3.5 Avaliagao da religagcao polimero-analito

Para a avaliagdo da interacdo entre o polimero e o analito, verificou-se a
eficiéncia de religacdo da SCP com os polimeros sintetizados. Para isso, utilizou-se a
técnica de microextracdo em ponteiras DPX. Cada dispositivo foi preparado
transferindo 20 mg de MIP para uma ponteira descartavel (5mL) selada com 30 mg
de la de vidro. Apds o preparo, as ponteiras foram condicionadas com solvente e
depois utilizadas para extragcdao de SCP em solugdo. As etapas realizadas estao

apresentadas na Figura 2.3. A religagao foi analisada em diferentes concentragdes
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de escopolamina: 5, 10, 25 e 50 mg L. A quantificagdo de analito residual foi

determinada usando o método analitico por CE descrito na segéo 2.3.2.

v v

Preparo das Etapa: Etapa:
ponteiras condicionamento extracao
Ciclo: Ciclos: 6/
MISPE-DPX i aspirar- solugdo: 3mL
NISPE-DPX r dispensar
- 1 ¥ IJ ‘
Polimero
~
=] =
- [ I n
Lide &7 £ H £ B
2 a | | = a | -
vidro ' ' a H ] H
"A ¥ ‘A Y
Y AV

g8 WH-

Figura 2.3— Esquema representativo das etapas realizadas na extragdo DPX para avaliacdo da
religacdo da MM. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Verificada a concentragdo de SCP remanescente da extracdo, foi possivel

determinar a capacidade adsortiva (Q) para cada polimero utilizado a partir da
Equacéao 2.1 (Madikizela et al., 2018):

[Co] — [Ce] (2.1)

Q=—"——"wV,
m

Onde: C, = concentragao inicial da MM (mg L"); Ce = concentragdo da MM no
equilibrio (mg L"); m= massa de fase sdlida (g); V= volume de solugdo (L).
Em seguida, para a averiguagdo de qual polimero apresentou a melhor

religagcdo com a escopolamina, foi determinado o fator de impress&o molecular (FI)
(Fernandes, R. S. et al., 2017):

Fl = Qumip (2.2)

QNIP'
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Onde: Qur e Qnip sdo a capacidade adsortiva do MIP e NIP em mg g,

respectivamente.

2.3.6 Estudo da seletividade

A seletividade do MIP e NIP para moléculas analogas a SCP, tais como atropina
e bultilbrometo de escopolamina, foi avaliada com solu¢des padrao de cada analito de
concentragéo de 50,0 mg L-'. Os dispositivos DPX foram preparados com 20 mg de
MIP e NIP, seguidos de lavagem com 3 mL de metanol e condicionamento com 3 mL
de agua. O procedimento de extragao foi o mesmo descrito na analise de religacao.
Em seguida, as capacidades adsortivas (Q) foram determinadas para cada molécula
de acordo com a Equacéao 2.1. O fator de impresséo para cada uma das moléculas
analogas (Fla) foi calculado de maneira semelhante ao Fl (Equacéo 2.2). Além disso,
o fator de seletividade relativa () foi estabelecido relacionando os valores de fatores
de impressao molecular, calculado da seguinte forma (Mortari et al., 2021; Zuo et al.,
2019):

_ Flgep

A= 23)

Onde: Flscp e Fla sao os fatores de impressdo molecular para a escopolamina

e para as moléculas analogas, respectivamente.

2.3.7 Estudo do pH de adsorgao

A avaliagdao de pH foi realizado utilizando o MIP que apresentou melhor
desempenho. Para isso, novas ponteiras DPX foram preparadas com MIP/NIP e as
etapas executadas foram apresentadas na Figura 2.3. As solugdes de 25 mg L' de
escopolamina utilizadas tiveram o pH ajustado em 2, 4, 6, 8, 10. A quantidade de SCP

residual foi determinada e valores de fator de impressao molecular calculados.

2.3.8 Estudo do tempo de adsorgao

O tempo de adsorgao foi avaliado utilizando um sistema em batelada, com 20
mg de fase sélida (MIP/NIP) e 15 mL de solugao de SCP com concentragao de 50 mg
L' (pH=6). As misturas foram agitadas por um intervalo de tempo de 1 a 360 min.

Posteriormente, cada mistura foi filtrada e os sobrenadantes analisados utilizando o
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método analitico com CE. A partir dos resultados obtidos, definiu-se a porcentagem
de adsorgdo em cada uma das condigdes avaliadas, utilizando a Equacao 2.4
(Madikizela; Chimuka, 2016):

[Co]-[Ce]
[Co]

% Adsorgdo = * 100 (2.4)

Onde: C, = concentragao inicial de SCP (mg L"); Ce = concentragéo de SCP no

equilibrio (mg L);

2.3.9 Construcao das isotermas de adsorg¢ao

As isotermas permitem a determinagdo da capacidade maxima de adsorgéo
dos polimeros sintetizados. A obtencdo das isotermas foram realizadas em
experimentos em batelada. Para isso, adicionou-se 15,0 mL de solugdo de SCP com
concentragdes crescentes de 20 a 100 mg L' (pH=6) a 20 mg de polimero (MIP/NIP)
e submetidos a agitagao por 60 min. A mistura foi filtrada e o sobrenadante foi injetado
no equipamento de CE, os dados obtidos foram ajustados nos modelos de isotermas

de Langmuir e Freundlich.

2.3.10 Estudo univariado do condicionamento da fase sélida

O condicionamento prévio da fase soélida pode ser feito com o solvente da
sintese para a ativagao dos sitios ativos ou pode ser realizada com agua deixando o
sorvente nas mesmas condigdes da amostra. Para se obter a melhor condigao de
interacao entre analito e o MIP, o estudo do condicionamento foi executado na DPX
utilizando 2 ciclos de condicionamento. Avaliou-se a eficiéncia do condicionamento
com 3 mL de agua (100%), metanol (100%) e uma mistura agua-metanol (1:1 v/v).
Apods o condicionamento, 6 ciclos de extracdo com 3 mL de solugdo de SCP 10 mg L~
' (pH=6) foram realizados e o sobrenadante foi analisado por CE. Um experimento

sem a etapa de condicionamento foi realizado para comparagéo.

2.3.11 Otimizacgao das etapas de extragao e dessor¢cao na DPX

Para otimizagédo das etapas de adsorcéo (extragcédo) e dessorgéao (eluicdo) da
SCP foram utilizados dois planejamentos fatoriais 23, avaliando trés variaveis em dois
niveis. Optou-se por estudar os processos separadamente para que fosse possivel
entender como cada etapa acontecia no dispositivo. O software livre Octave (versao
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4.2.1) foi empregado como ferramenta para calculos dos efeitos e da porcentagem de

importancia relativa de cada efeito (Pereira; Pereira-Filho, 2018).

2.3.11.1 Estudo das condigbes de adsorgao por planejamento fatorial 23

Para otimizacdo do procedimento de extracdo da SCP, as variaveis avaliadas
foram: tempo de extragcdo, massa de fase sélida e ciclos de extracdo. Os valores de
maximo, minimo e ponto central dos niveis estudados para cada variavel estao
apresentados na Tabela 2.2. O experimento contou com a realizagdo de uma triplicata

do ponto central (p1, p2, p3).

Tabela 2.2— Matriz do planejamento fatorial 22 para adsorgéo de SCP.

Valores codificados Valores reais
Experimento Tempo Massa Ciclosde Tempo Massa Ciclos de
(s) (mg) extracao (s) (mg) extragao
1 + + + 60 10,0 10
2 - + 20 10,0 10
3 + - + 60 50 10
4 - - + 20 50 10
5 + + - 60 10,0 2
6 - + - 20 10,0 2
7 + - - 60 5,0 2
8 - - - 20 50 2
p1 0 0 0 40 7,5 6
p2 0 0 0 40 7,5 6
p3 0 0 0 40 7,5 6
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
2.3.11.2 Estudo das condigées de dessorgao por planejamento fatorial 23

Para otimizacao do procedimento de eluicdo (dessorg¢ao), também se realizou
uma triplicata do ponto central (p1, p2, p3). Por conta da boa solubilidade da SCP em
metanol, este foi o solvente utilizado nesta etapa. Neste caso, as variaveis
investigadas foram: volume, concentragéo do solvente de eluigéo e ciclos de eluigao.

Os valores reais e codificados estao apresentados na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3— Matriz do planejamento fatorial 23 para dessorgéo de SCP

Valores codificados Valores reais
Experimento Volume [Solvente] Ciclos de Volume [Solvente] Ciclos de
(mL) % eluigao (mL) % eluicao
1 + + + 2,00 100 10
2 - + + 0,50 100 10
3 + - + 2,00 50 10
4 - - + 0,50 50 10
5 + + - 2,00 100 2
6 - + - 0,50 100 2
7 + - - 2,00 50 2
8 - - - 0,50 50 2
p1 0 0 0 1,25 75 6
p2 0 0 0 1,25 75 6
p3 0 0 0 1,25 75 6

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

2.3.12 Parametros analiticos

Alguns parémetros analiticos foram determinados com o intuito de avaliar o
desempenho do procedimento proposto, tais como linearidade, sensibilidade do
método, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), repetibilidade e
recuperagao em amostras.

Os limites de deteccao e quantificagcao foram avaliados pelo método da relacéo
sinal — ruido (Schiller; Jena; Curriet, 1998). Os valores foram estimados a partir da
comparagao do sinal analitico obtido para uma amostra contendo baixas
concentracbes de escopolamina com o sinal de uma amostra do branco. E
consideravel a relacéo sinal / ruido de 3:1 e 10:1, respectivamente para o LOD e LOQ
(Morano et al., 2008).

Em seguida baseado em paréametros da curva analitica, os limites foram
expressos (INMETRO, 2010); (Thompson; Ellison; Wood, 2002):

LOD= 332~ (2.5)

LOQ= 102> (2.6)

Onde: DPy = 0 desvio padrao das medidas do branco (n=10); S= o coeficiente
angular da curva analitica.

A repetibilidade foi expressa como o desvio padrao relativo de uma série de

medidas (n=7). O desvio foi calculado de acordo com a Equacao 2.7 (Ribeiro et al.,
2022):
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DPR = % 100 (2.7)

Onde: DPy - 0 desvio padrdo da concentragdo encontrada; X = concentragdo
meédia encontrada para a série de medidas.

A recuperagao foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de
escopolamina a uma amostra de urina sintética. A relagdo entre a quantidade
adicionada e recuperada € o fator de recuperagao (R), calculada pela Equacao 2.8
(Ribani et al., 2004); (INMETRO, 2010):

[scPlr

0 —
HR = [SCP]a

100 (2.8)

Onde: [SCP]- é a concentragdo de escopolamina recuperada (mg L"); [SCP]a
€ a concentracgéo de escopolamina adicionada (mg L™).

Além desses parametros mencionados, o fator de pré-concentracdo foi
determinado pela razao dos primeiros pontos da curva analitica com e sem a etapa
de pré-concentragao (Della et al., 2022). A curva de calibragdo sem a etapa de pré-
concentracdo consiste na analise direta de solugbes de escopolamina(Neri et al.,
2019); (Tomasin et al., 2021).

2.3.13 Aplicagcao em amostras de urina sintética

As amostras de urina sintética utilizadas foram preparadas baseada no trabalho
de Brooks et al. (1997). Para isso, foram adicionados em 250 mL de agua deionizada:
0,1 g de acido citrico, 0,093 g de acido ascorbico, 0,525 g de bicarbonato de sdédio,
2,5 g de ureia, 0,0175 g de acido urico, 0,01 g de cloreto de calcio di-hidratado, 1,3 g
de cloreto de sddio, 0,353 g de sulfato de sédio, 0,123 g de sulfato de magnésio hepta-
hidratado, 0,325 g de cloreto de aménio, 0,238 g de hidrogenofosfato de potassio e
0,305 g de di-hidrogenofosfato de potassio. Em seguida, a amostra foi transferida para
um frasco ambar e armazenada na geladeira (Brooks; Keevil, 1997).

As amostras de urina sintética foram fortificadas com solugéo de SCP, o pH foi
ajustado para 6, em seguida submetidas as condigbes otimizadas do método
proposto: 1 ciclo de condicionamento com agua destilada, 10 ciclos de extracao, 2
ciclos de eluigado com 500 yL de metanol.
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2.4 Resultados e discussoes

2.4.1 Estudo tedrico: Dinamica Molecular

O mecanismo de impressao molecular € baseado na formagao de cavidades
de ligacdo especificas na estrutura de um material polimérico, que depende
fortemente do tipo de interagbes quimicas que ocorrem entre a molécula modelo € o
mondmero funcional (Mayor et al., 2017). A impressao molecular do tipo ndo covalente
ocorre devido a formagdo de interacbes (ligacbes de hidrogénio, interagbes
eletrostaticas, etc.) entre uma MM e o MF (Hu, Chih-Hsien; Chou, 2009); (Santos et
al., 2012). A avaliagao dessas interagcdes via dinamica molecular pode contribuir com
a preparagao de MIP na escolha do melhor MF, ou seja, fornece uma triagem rapida
dos reagentes, otimizando o tempo e eficiéncia da sintese. Neste trabalho, além da
avaliagao das interagcdes MM e MF, consideramos também o agente ligagao cruzada
(EGDMA), conforme trabalho realizado por Shoravi et al.(2014).

As simulagbes foram realizadas considerando a presenca e auséncia de
EGDMA na mistura, a fim de observar o impacto desta molécula na posterior interacao
entre o polimero e a MM. Apds avaliagao preliminar, foi verificado que a presencga do
EGDMA diminui o numero de ligagbes maximas de hidrogénio para todos os ligantes,
uma para cada, como apresentado na Tabela 2.4. Ou seja, é importante considerar a
presenca desse reagente na simulacdo pois influencia na interagdo SCP-MF. Além
disso, destaca-se que o numero de ligagdes de hidrogénio entre EGDMA e a SCP é o
mesmo que o dos ligantes AAC e MAA. Porém, para a ACR, a interacdo EGDMA-SCP
€ menor. Este resultado sugere que a EGDMA pode competir tanto com a AAC quanto

com a MAA pela interagdo com a MM (Silva et al., 2022b).

Tabela 2.4— Numero maximo de ligagdes de hidrogénio entre a SCP os mondmeros
e o EGDMA

Ligacdes de hidrogénio
EGDMA EGDMA

Monémero EGDMA + MF
(ausente) (presente)
AAC 4 3 3
MAA 3 2 2
ACR 5 4 2

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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Outra analise realizada foi a interagdo da SCP com os mondmeros por meio da
funcao de distribuicao radial (do inglés Radial Distribution Function - RDF) em termos
de funcao de correlagdo de par, g(r), que mostra a densidade de atomos dos ligantes
distribuidos ao redor do modelo. Para esta analise, a molécula de SCP foi selecionada
como referéncia, enquanto apenas os atomos doadores e aceitadores de hidrogénio
dos MF e do EGDMA foram escolhidos para o calculo. Os resultados obtidos para
AAC, MAA, ACR na presenga de EGDMA s&o exibidos na Figura 2.4.

No decorrer da simulagdo, a ACR permaneceu o ligante mais préximo da SCP.
Os valores de distancia dos picos maximos de distribuicdo radial até 4,00 A sdo
praticamente os mesmos para todos os ligantes. Esses valores estdo dentro do limiar
de distancia caracteristico (2,00 a 3,50 A) para interagbes do tipo de ligagédo de
hidrogénio. No entanto, a intensidade dos picos é diferente, com a ACR sendo o
ligante com o pico de distribui¢cao radial mais intenso devido as interagées mais fortes
entre eles e a SCP. O numero maximo de ligagdes de hidrogénio entre ACR e SCP é
ilustrado na Figura 2.5, que exibe um intervalo de tempo registrado durante a
simulagao. Portanto, os resultados da fungao de distribui¢cao radial, maior ocupacao
de ligagao de hidrogénio e o numero maximo de ligagdes de hidrogénio mostraram
boa correlagao, indicando que ACR é um ligante mais adequado para escopolamina

quando comparado com AAC e MAA sob as condi¢des simuladas (Silva et al., 2022b).

150

Acido acrilico
Acido metacrilico
Acrilamida

125+

100 -
2,68

r/A

Figura 2.4—- Funcgdo de distribuicdo radial g(r), dos ligantes investigados em torno de escopolamina
com o EGDMA. Fonte: (Silva et al., 2022b).
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Figura 2.5- Representacado das 3 ligagbes de hidrogénio (representado pela linha tracejada em
amarelo) formadas entre ACR e escopolamina durante a simulagéo. Fonte: (SILVA et al., 2022b).

2.4.2 Sintese e preparacao dos polimeros (MIP/NIP)

Para comparar e validar os resultados previstos pelo estudo teérico, os MIPs e
NIPs foram sintetizados via método de polimerizagcdo em bulk. Foram utilizados os
trés MF previamente selecionados: acido acrilico (MIP/NIP-AAC), acido metacrilico
(MIP/NIP-MAA) e acrilamida (MIP/NIP-ACR) com uma razdo de 1:5 (MM:MF)
(O’Mahony et al, 2013). O MF é responsavel por determinar o tipo de
interagéo/ligacao nos sitios impressos do polimero. No caso do AAC e MAA, o tipo de
interacao estabelecida pode ser interagdes idnicas e ligagao de hidrogénio. Ja para a
ACR, a interacdo que prevalece ¢é do tipo ligacao de hidrogénio (Figueiredo, E. C,;
Dias, A. C. B.; Arruda, M. A. Z., 2008); (Nishchaya; Rai; Bansode, 2023). A escolha
do MF depende da natureza do analito, ou seja, o mondmero deve corresponder a
funcionalidade da MM. As interagdes devem ser fortes o suficiente para promover a
formacao de sitios de ligacdo, mas também fracas o suficiente para permitir a remocao
da MM de modo a néo destruir as cavidades de reconhecimento formadas (Cormack,
P. A. G.; Elorza, A. Z., 2004).

Ap0s as sinteses, os polimeros MIP/NIP obtidos foram lavados sucessivamente
com metanol, para remover quaisquer residuos de reagentes. Em seguida, para retirar
a MM das cavidades internas dos MIPs, foi realizada uma extracao vigorosa durante

24h em um sistema Soxhlet. Esta etapa foi dividida em duas partes: a primeira com
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18h de extragao utilizando uma mistura metanol e acido acético na proporgao 9:1 (v/v)
e a segunda com 6h de extragao apenas com metanol. Apds a lavagem, os solventes
utilizados foram monitorados por meio da avaliagdo de espectros de absorcao na
regido do ultravioleta (200-400 nm) para verificar se, ainda havia a presenga da MM
nos residuos das lavagens. As ultimas varreduras realizadas de cada uma das etapas
(1 e 2) estao apresentadas nas Figuras 2.6 e 2.7, respectivamente MIPs e NIPs. O
término da lavagem ocorreu quando ndo apresentou mais detecgéo
espectrofotométrica de SCP (Erk; Onur, 1996). Como observado na Figura 2.7, a
segunda etapa de lavagem ja n&do apresenta nenhum sinal, indicando que qualquer
excesso de reagente e a SCP foram removidos dos MIPs. As varreduras dos solventes
utilizados na lavagem dos NIPs também foram realizadas como um controle de

comparagao com as varreduras do MIPs.
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Figura 2.6— Espectros de absor¢do UV-Vis dos solventes utilizados na remoc¢do da MM dos MIPs: 1-

indica mistura acido acético — metanol (1:9); 2- indica apenas metanol. Fonte: Elaborado pela Autora
(2023).
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Figura 2.7—- Espectros de absorgdo UV-Vis dos solventes utilizados na remog¢ao da MM dos NIPs: 1-
indica mistura acido acético — metanol (1:9); 2- indica apenas metanol. Fonte: Elaborado pela Autora
(2023).

2.4.3 Obtencgao dos fatores de impressao molecular (Fl)

Finalizada a etapa de remocéo da SCP, os polimeros foram secos em estufa,
macerados e armazenados em frascos vedados. Em seguida as ponteiras contendo
os polimeros para DPX foram preparadas e os estudos de religacao realizados. O
procedimento contou com 1 ciclo de condicionamento com 3 mL de metanol, 2 ciclos
de condicionamento com 3 mL agua destilada e 6 ciclos de extragdo com 3 mL de
solucdes de SCP em diferentes concentragdes. Para cada concentracdo de SCP, uma
nova ponteira foi utilizada. Em seguida, os valores de Q e Fl foram calculados de
acordo com a Equacédo 2.1 e 2.2, respectivamente. Estes parametros s&o os principais
fatores para se avaliar o desempenho analitico de um MIP, quanto maior os valores
de Fl e Q mais eficiente sera o polimero obtido. Os resultados encontrados estao

apresentados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5- Fatores de impressao e capacidade adsortivas para as formulagdes de

MIP preparadas com diferentes monémeros

SCP AAC MAA ACR
(mgL"') Qwuep Qi Fl Qmip Qnip Fl Quir  Qnip Fl
5 060 055 1,09 0,58 0,80 0,73 0,77 0,54 1,43
10 0,90 0,87 1,03 0,9 1,00 095 1,30 091 144
25 1,10 1,00 1,10 1,10 1,20 0,92 1,80 0,95 1,89
50 1,00 1,20 0,83 1,20 1,20 1,00 405 1,25 3,24

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Pode-se observar que o MIP sintetizado utilizando a ACR como MF (MIP-ACR),
apresentou os maiores valores de Q e os melhores valores de Fl. Os valores de Fl
encontrados para este polimero foram maiores que 1, o que indica que a capacidade
de adsorcao do MIP foi superior ao valor encontrado para o NIP. Isso acontece por
conta das cavidades seletivas formadas no MIP, favorecendo assim a religagao da
SCP e consequentemente aumentando o valor de Q. Para o MIP sintetizado utilizando
o AAC como MF (MIP-AAC), os valores de FI foram majoritariamente préximos a 1.
Isto significa que os valores de Q obtidos tanto para MIP, quanto para o NIP, foram
parecidos, apontando que ndo houve uma adsorcédo seletiva. Ja no caso do MIP
sintetizado utilizando o MAA como MF (MIP-MAA), alguns valores de Fl foram
menores que 1, o que indica que o Qnie foi maior, ou seja, para este polimero
prevaleceu adsorcdo nao seletiva.

ApOs a avaliagao destes parametros com diferentes concentragdes de SCP, é
possivel concluir que a interagao MIP-ACR e a SCP foi a mais eficiente. Vale destacar
que a ligacao de hidrogénio é o principal tipo de interacdo associada as cavidades
impressas neste polimero, e que prevaleceu em relacdo as demais interacbes no
meio. Portanto, os resultados experimentais obtidos corroboram os estudos tedricos
previamente desenvolvidos, onde o uso da ACR como MF obteve maior interagao

entre a molécula alvo (SCP) e o polimero molecularmente impresso.

2.4.4 Seletividade dos polimeros sintetizados

A seletividade do MIP-ACR para SCP foi avaliada por meio da comparagao da
religacéo dos polimeros com moléculas semelhantes. Para este estudo, foi utilizado a
atropina (ATR) e a butil-escopolamina (BSCP) por possuirem estruturas similares,

como apresentado na Figura 2.8. Os parametros norteadores da seletividade foram:
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Flscp, Fla. (Equacédo 2.2), o coeficiente de seletividade relativa, p (Equacédo 2.3) e Q.

Os resultados estao apresentados na Figura 2.9.

N-Butilescopolamina Atropina

HO

Figura 2.8- Estruturas das moléculas utilizadas para o teste de seletividade. Fonte: Elaborado pela
Autora (2023).
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Figura 2.9- Capacidade de adsor¢cdo de MIP-ACR e NIP-ACR para escopolamina e moléculas
analogas. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Como observado na Figura 2.9, o Q obtido para a interagdo do MIP-ACR com
SCP é maior do que para ATR (aproximadamente 2,6 vezes) e BSCP
(aproximadamente 1,6 vezes). Além disso, o Q calculado para o NIP-ACR para SCP
€ menor do que para ATR e BSCP. Este fato originou em um Flscp (=Fla) superior

para SCP, os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 2.6. Com o Flscp igual
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a 3,2 demonstra que a interagao promovida pelas cavidades internas do MIP-ACR é
mais seletiva para SCP mesmo em comparagao com moléculas semelhantes. Por fim,
obteve-se o fator de seletividade relativa correspondente a razdo entre o Flscp € 0 Fla
das moléculas analogas. Em ambos os casos, com os valores de 3 maiores a 1,

indicam o desempenho superior do MIP-ACR proposto em relagéo a SCP.

Tabela 2.6— Parametros Fla e  para avaliacdo da seletividade de moléculas analogas

em relagdo aos polimeros impressos (MIP-ACR e NIP-ACR).

Molécula Fla Jij
SCP 3,20 1,00
BSCP 0,61 3,40
ATR 0,94 5,25

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

2.4.5 Caracterizagao morfolégica e estrutural do MIP-ACR e NIP-ACR

Ap06s a analise dos resultados de seletividade, o MIP sintetizado utilizando ACR
foi 0 que mais se destacou no reconhecimento da SCP. Por isso, foi selecionado para
a caracterizacao morfolégica, identificagdo de grupos funcionais (FTIR), determinacao
da morfologia (MEV), area superficial especifica (BET) e distribuigdo dos tamanhos
das particulas (BJH).

2.4.5.1 Espectroscopia da regido do infravermelho (FTIR)

No espectro de infravermelho do MIP-ACR e NIP-ACR, apresentado na Figura
2.10, as principais bandas analisadas foram assinaladas, apontando os principais
grupos funcionais presentes na superficie dos polimeros. A composi¢do quimica da
superficie do adsorvente influencia na capacidade de religagdo, e auxilia a
compreensao das possiveis interacbes entre o adsorvente e o analito. A banda
centrada em 2953 cm é atribuida ao estiramento assimétrico C-H. As bandas
centradas em 1719 cm™ e 1636 cm™' sdo provavelmente atribuidas ao alongamento
de C=0 de anidridos e amidas terciarias, respectivamente. Os picos localizados em
1453 cm™' e 1388 cm™' correspondem, respectivamente, ao alongamento assimétrico
e simétrico da conexao de C-H no grupo CHz, indicando também longas cadeias
carbonicas. As bandas em 1249 cm™ e 1137 cm™' estdo relacionadas ao alongamento

da ligagdo C-N das alquil-aminas. A banda em 946 cm™ é atribuida ao C=C.
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Finalmente, as bandas observadas em 874 cm™' e 750 cm™! correspondem a ligagbes

C=C comuns em cadeias aromaticas.
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Figura 2.10- Espectros FTIR de polimero impresso (MIP-ACR) e n&do impresso polimero (NIP-ACR).
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Como observado, ndo ha diferencas significativas entre os espectros de
infravermelho do MIP-ACR e NIP-ACR. Este resultado ja era esperado, pois a
diferenga entre os dois polimeros é basicamente morfolégica e ndo por composi¢cao
quimica, uma vez que a estrutura polimérica € a mesma. O que vale ressaltar é que
0s grupos mencionados, amidas, anidridos sugerem que interagcdes eletrostaticas

ocorram entre a SCP e a superficie dos polimeros.

2.4.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Além da investigagao dos grupos funcionais da superficie dos polimeros (MIP-
ACR/NIP-ACR), as micrografias eletrénicas de varredura foram registradas em duas
magnificagdes para avaliagao da sua morfologia. Conforme mostrado na Figura 2.11,
ha uma diferenca consideravel nos nucleos solidos formados. A caracterizagcao por
microscopia eletrénica de varredura confirmou que os materiais possuem estruturas

irregulares e cavidades intraparticulas. Adicionalmente, parece n&o haver
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homogeneidade na formagdo das particulas e distribuicio de tamanhos em

configuragdes irregulares. Nas micrografias € possivel notar uma agregacao de

microesferas tanto no MIP quanto no NIP, consequentemente formando granulos
poliméricos.

(A) (B)

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.93 mm . SEM HV: 20.0 kV WD: 14.93 mm

View field: 41.5 pm View field: 20.8 pm
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 05/17/21 SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/d/y): 05/17/21

(C) - (D)

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.91 mm . SEM HV: 20.0 kV WD: 14.91 mm

View field: 41.5 pm View field: 20.7 pm
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 05/17/21 SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/d/y): 05/17/21

Figura 2.11- Imagens obtidas no MEV: (A) MIP-ACR 5000x, (B) MIP-ACR 10000x, (C) NIP-ACR 5000x,
(D) NIP-ACR 10000x. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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2.4.5.3 Area Superficial, tamanho e volume de poros

A principal diferenca entre MIP e NIP esta na cavidade seletiva formada no MIP,
que é responsavel pelo reconhecimento molecular e religagdo com o analito. As
estruturas de poros também foram caracterizadas por medidas isotermas de
nitrogénio. A area superficial foi determinada pelo método BET, enquanto o método

BJH foi utilizado para calcular o volume total dos poros formados (Tabela 2.7).

Tabela 2.7- Resultados BET e BJH obtidos para MIP-ACR e NIP-ACR

Polimero Area Volume total Diametro
superficial (m? g) (cm* g™) médio (nm)
MIP 212,77 0,1864 1,7528
NIP 234,58 0,1798 1,5334

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Embora MIP e NIP tenham valores de area de superficie préximos, o NIP ainda
possui a maior area de superficie. Além disso, deve-se considerar que no MIP ha
interacdes entre o MF e o analito e que durante a sintese este complexo MF-MM
interage menos com o solvente porogénico, o que por sua vez leva a uma interagéo
mais fraca com a rede polimérica. Consequentemente, o solvente evapora mais
facilmente da rede, reduzindo assim a area de superficie MIP. Em contraste, o volume
e o tamanho dos poros tornam-se maiores porque a rede polimérica é desenvolvida

em torno da MM.

2.4.6 Estudos de adsorcao em batelada

A investigagao do processo de adsorgao entre MIP e molécula alvo foi realizada
em batelada. Para isso, MIP-ACR e NIP-ACR foram agitados por um determinado
intervalo de tempo com 15 mL de uma solu¢do de escopolamina de concentragao 50
mg L. Os resultados foram expressos em porcentagem de adsorgcdo em fungéo do
tempo de contato, conforme apresentados na Figura 2.12. O objetivo desse
experimento foi a obtencdo do tempo para que a maxima adsorcao de escopolamina
ocorresse. Também, foi possivel observar que a adsor¢céo de MIP, foi maior que a do
NIP neste periodo.
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Figura 2.12- Avaliagdo da porcentagem de adsorg¢édo dos polimeros: MIP-ACR e NIP-ACR. Fonte:
Elaborado pela Autora (2023).

Em 60 minutos de agitagao, o sistema MIP-ACR apresentou aproximadamente
47% de adsorcao, enquanto o NIP-ACR resultou em 33%. Como neste tempo
apresentou a maior porcentagem de adsorcao, ele foi escolhido para o ensaio para
obtencao da isoterma de adsorgdo. Para a obtengdo de uma isoterma, a massa de
adsorvente, o volume de solugéo e o tempo de contato sao fixados, variando apenas
a concentragao inicial (Co) do analito. A partir da raz&o da quantidade SCP adsorvida
pelo polimero adsorvente ge (mg g') e da concentragdo de SCP no meio aquoso apds
o equilibrio, Ce (mg L"), foram construidas as isotermas de equilibrio ou graficos de
ge versus Ce, apresentado na Figura 2.13. Os resultados obtidos indicam uma
tendéncia para isoterma linear na regido de concentragdes maiores 10,0 mg L' para
o MIP. Isso significa que a massa de SCP retida por unidade de massa de adsorvente
€ proporcional a concentragao de equilibrio na fase liquida. Para o NIP, isso acontece
em um intervalo menor de concentragdo 15 — 30 mg L', mostrando também diferentes

comportamentos para cada concentracido estudada.
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Figura 2.13- Isoterma de adsor¢do experimental do MIP-ACR e NIP-ACR. Fonte: Elaborado pela
Autora (2023).

Existem diferentes modelos tedricos de adsorgao para ajuste n&o-linear dos
valores experimentais, como por exemplo as isotermas de Langmuir (Figura 2.14) e
isotermas de Freundlich (Figura 2.15). As isotermas permitem a determinacao de
parametros relacionados ao equilibrio de adsorcdo e a quantidade maxima de
escopolamina adsorvida na superficie, além da identificagdo de processos fisico-
quimicos envolvidos na adsorgao. Os resultados foram apresentados na Tabela 2.8.

A isoterma de Langmuir é bastante utilizada, devido ao fato de prever a
capacidade maxima de adsorg¢ao e a relagdo pode ser calculada segundo a Equagéao
2.9 (Zhang et al., 2019):

__ qméxxKLxCe 29
T 14KLxCe (2.9)

Onde: q = quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no estado
de equilibrio (mg g'); qmax= capacidade maxima de adsorgdo (mg g'); K.= constante
de interacao, corresponde a afinidade entre a superficie do adsorvente e o adsorvato

(L mg™); Ce= concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L™").
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Figura 2.14— Ajustes dos dados experimentais isoterma de Langmuir (A) MIP-ACR e (B) NIP-ACR.
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

O modelo de isoterma de Freundlich considera o sélido heterogéneo, assume
a existéncia de uma estrutura de adsorgcdo em multicamadas e prevé uma distribuigao
exponencial de varios sitios de adsor¢ao com energias adsortivas diferentes (Shinzato
et al., 2009; Zhang et al., 2019). E representada pela Equacéo 2.10:
Qe = K C,M™ (2.10)
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Onde: ge = quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no estado
de equilibrio (mg g'); Ce: concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L); 1/n:
constante relacionada a heterogeneidade da superficie; Kr. constante de capacidade

de adsorgao de Freundlich (mg g™).
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Figura 2.15- Ajustes de dados experimentais isoterma de Freundlich (A) MIP-ACR e (B) NIP-ACR.
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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Tabela 2.8—- Parametros obtidos nos ajustes aos modelos de isotermas

Polimero Isoterma de Langmuir Isoterma de Freundlich
R? Qmax (Mg g') KL R? Kr (ug g) 1/n
MIP 0,9006 0,0137 79,9825 0,9515 134,2 1,6577
NIP 0,8780 0,0091 82,5527 00,9602 91,8 1,5920

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

O modelo de Freundlich apresentou o melhor ajuste para os dados
experimentais obtidos baseado no valor de R?. Segundo Cooney (1999), esse modelo
nao impde qualquer exigéncia de que a cobertura do adsorvato se aproximara de um
valor constante. O parametro 1/n prevé a interacdo entre a SCP e os polimeros,
quanto menor esse valor mais forte € a interagdo. Porém, os valores encontrados
estao proximos tanto para o MIP, quanto para o NIP o que sugere interagdes parecidas
com ambos. Ja a constante de capacidade de adsor¢cao Kr € maior para o MIP, isso
indica que a SCP interagiu melhor com a superficie do polimero, o que ja era esperado
em virtude das cavidades seletivas presentes. Os valores de Kr indicam a capacidade
de adsorgao do adsorvente, sendo diretamente proporcionais, ou seja, quanto maior

o valor da constante maior sera a capacidade de adsorc¢ao.

2.4.7 Estudos de otimizagao das condigoes de extragcao e dessorgao da SCP no
dispositivo DPX

Para a aplicacdo do MIP-ACR como FE utilizando a técnica de DPX, foi
necessario otimizar algumas condigdes operacionais do dispositivo confeccionado,
dentre eles: pH do meio, condicionamento da FE, condi¢cdes de extracao e eluigao.

O pH do meio influencia no processo de adsorcdo da SCP, por isso foi o
primeiro ensaio executado. Este experimento foi realizado na DPX, nas mesmas
condi¢cbes que o ensaio de religacao: 20 mg de fase sdlida, 1 ciclo de condicionamento
com metanol (3 mL), 2 ciclos de condicionamento com agua destilada (3 mL), 6 ciclos
de extragdo com 3 mL de solugdes de SCP 25,0 mg L-'. Em seguida, o sobrenadante
foi injetado no equipamento de CE para quantificagcdo da SCP e o valores de Fl
determinados. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 2.16. Nao foi
possivel detectar SCP em pH 2 e uma possibilidade para este resultado € a influéncia
do pH na separacgao eletroforética, que ocorre com eletrdlito tamponado em pH 4,5.

Em pH igual ou menor que 2, o fluxo eletroforético € nulo ou muito baixo, portanto,
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essa solugao pode ter influenciado diretamente nas condigdes da separagao da SCP.
Dentre os demais pHs avaliados, o valor de pH 6 se destacou com maior Fl, ou seja,
as diferengas entre a adsorgdo do MIP-ACR e NIP-ACR foram significativas. Com

isso, esse foi o pH escolhido para os proximos experimentos.

0.8

Fl

0.6
0.4+

0.2+

00 I 1 I I
2 4 6 8 10
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Figura 2.16- Avaliagdo da influéncia do pH meio no FI. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

A partir da escolha do pH adequado para interagao da SCP com o MIP-ACR,
foi feita a avaliagdo da etapa de condicionamento. O condicionamento € uma etapa
importante da DPX, sendo realizada antes da etapa de extracéo e pode contribuir para
a adsorcao do analito pela FE. Para esta avaliagao, um estudo univariado foi realizado
com 1 ciclo de condicionamento com volume de 3 mL para cada solvente avaliado. As
condicbes de extracdo foram as mesmas de experimentos anteriores (6 ciclos
empregando a mesma solugédo, com concentragdo 25 mg L' de SCP, em pH 6). Os
resultados obtidos de Q e Fl para cada condicdo estudada estao apresentados na
Tabela 2.9. Como observado na tabela, o condicionamento com agua apresentou o
melhor valor de Q para o MIP-ACR. Quando este valor é comparado a adsor¢ao do
NIP o valor de FI se mantém em destaque. Os testes ocorreram com solugao aquosa
de SCP, portanto, € comum que o condicionamento seja mais eficiente com o solvente
da solugado a ser analisada. Um ponto interessante a ser observado € que mesmo
variando o solvente de condicionamento, o MIP apresentou valores parecido de Q em

todos os casos, indicando que a afinidade da SCP pelo MIP é maior que no NIP.
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Tabela 2.9- Avaliagao univariado da etapa de condicionamento do processo de

extragdo em ponteiras contendo o adsorvente

Condicionamento Polimero Q (mg/g) Fl
MIP 1,60+0,12

Agua NP 1143:025 12
MIP  1,33+0,20
Metanol NP 114:032 V7
) MIP  1,50+0,16
Agua - metanol NIP 12040 10 1,25
Sem MIP  1,42:0,15
condicionamento NIP 1,12+0,31 ’

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Escolhido o solvente adequado para condicionamento, um planejamento
fatorial foi realizado para que as melhores condigdes de extragao da SCP pudessem
ser atingidas. Os resultados de porcentagem de adsor¢do, Q e Fl foram escolhidos
como parametro de avaliagao (i.e. resposta analitica) da eficiéncia de extragéo e estao
apresentados na Tabela 2.10. A estratégia de planejamento fatorial foi util na triagem
das variaveis mais relevantes no processo de adsorcao, onde varios parametros
podem causar influéncia no resultado. A combinagao entre as variaveis tempo, massa
de fase extratora e ciclos de extragdo gerou um numero 11 experimentos no total, e
possibilitou que diferentes situacdes pudessem ser avaliadas por meio da resposta

obtida em cada experimento realizado.

Tabela 2.10- Resposta do planejamento fatorial 23 para adsorgdo de SCP.

% Adsorgao Q (mg/g)
Experimento MIP NIP MIP NIP FI
1 59,29 45,60 2,24 1,72 1,30
2 40,02 26,67 1,51 1,01 1,50
3 24,38 23,85 1,84 1,80 1,02
4 31,64 31,01 2,39 2,34 1,02
5 44,83 44,28 1,69 1,67 1,01
6 35,81 32,05 1,35 1,21 1,12
7 6,10 22,41 0,46 1,69 0,27
8 2,51 16,34 0,19 1,23 0,15
p1 39,25 19,71 1,97 0,99 1,99
p2 40,88 39,49 2,06 1,99 1,04
p3 39,75 57,58 2,00 2,89 0,69

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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ApOs a avaliagao de todas as respostas encontradas (% de adsorcgéao, Q, Fl), a
variavel escolhida como resposta analitica para interpretacdo do melhor experimento
foi o Fl. Visto que o FI relaciona o QMIP e QNIP, o experimento 2 indicou a
combinacdo ideal de variaveis. A partir desses experimentos, as condi¢des otimizadas
foram: 20 s, 10 mg e 10 ciclos de extragdo. Nessas condigdes, foi possivel obter o
valor de Fl de 1,5, indicando a diferenca entre o MIP e o NIP. Quanto aos resultados
do ponto central, o MIP mostrou-se consistente nos trés experimentos, ao contrario
do NIP, que apresentou resultados diferentes entre si. Essa variagdo elevada nos
resultados do NIP ja foi observada em estudos anteriores. O planejamento fatorial
contemplou um ponto central (n=3), e a partir desses valores, a variancia e o erro
experimental foram calculados, bem como os efeitos resultantes relacionados as

variaveis investigadas (Tabela 2.11).

Tabela 2.11- Avaliagao das relagdes entre as variaveis propostas: 1 — tempo, 2 —

massa, 3 — ciclos de extragao

Efeito %

1 -0,0475 0,29
2 0,6175 48,76

3 0,5725 41,91
12  -0,1075 1,48
13  -0,0525 0,35
23  -0,2375 7,21
123 0,0075 0,01

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Além das respostas experimentais, € possivel avaliar o efeito de cada variavel
e o efeito relacionado na combinacgao delas, os efeitos secundarios representam a
interacdo entre duas variaveis principais (12, 13 e 23) e o efeito terciario indica a
interagdo entre as trés variaveis principais (123). Neste caso, as variaveis que
exercem os maiores efeitos sdo a massa de adsorvente (2) e o numero de ciclos (3).
Esses resultados ja eram esperados, pois quanto maior a massa de polimero espera-
se que a adsorgao seja maior (+). O mesmo ocorre para os ciclos de extragao, quanto
maior o numero e ciclos (+) feitos aumenta a chance de adsorver mais SCP. Como a
DPX implica em um contato rapido entre a FE e a solugdo, seguido de mistura de ar,
a variagao do tempo nao se mostrou um efeito consideravel. Mesmo assim, o efeito
baixo e negativo, significa que a melhor opgao seria 0s 20 s (-).

Definidas quais a condicbes otimizadas de extragdo (adsorgcdo), um novo
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planejamento fatorial foi elaborado, porém neste caso a triagem foi para se obter as
melhores condigdes de eluicdo da SCP apds o procedimento de extragao com metanol
como solvente. As variaveis escolhidas foram: volume de solvente, concentracio e o
numero de ciclos de eluicdo. Neste experimento, a concentragdo de escopolamina
utilizada foi de 10 mg L-'. A resposta escolhida foi a concentragédo de escopolamina
recuperada (R) para o MIP e NIP, além da razado (relagdo MIP/NIP) entre a as

concentracdes obtidas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.12.

Tabela 2.12—- Resposta do planejamento fatorial 22 para o procedimento de dessorgao
de SCP

Concentragao
Experimento (mg L) I:A?Lalﬁ?s

Rmip Rnip
1 9,52 5,06 1,88
2 15,26 16,85 0,91
3 6,60 5,55 1,19
4 14,57 14,35 1,02
5 5,14 4,27 1,20
6 21,76 15,25 1,43
7 7,48 6,37 1,18
8 10,79 10,90 0,99
p1 10,30 6,19 1,66
p2 8,00 7,92 1,01
p3 10,26 7,38 1,39

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

O resultado do procedimento de eluicdo que se mostrou promissor para a pré-
concentracdo de SCP foi o representado pelo experimento 6. Neste experimento, a
concentracao obtida apds a eluicao da SCP indicou um aumento em relagao a solugao
de SCP utilizada na extragdo (10 mg L"). Foram utilizados 500 yL de metanol 100%
e realizados 2 ciclos de eluigdo empregando o mesmo solvente. O menor volume e
eluente ja indicavam a possibilidade tedrica de pré-concentragéo do analito. A relagéo
entre MIP/NIP, igual a 1,43, garantiu que a diferenca de dessor¢cao também fosse
visualizada nesta etapa. Em seguida, os efeitos das variaveis foram calculados e
foram apresentados na Tabela 2.13. Neste caso, o volume de solvente (1) é
responsavel por 66,17% do efeito nos resultados obtidos, além disso o valor negativo,

destaca que ¢é o nivel baixo (-) o valor a ser considerado.
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Tabela 2.13— Avaliacao das relagdes entre as variaveis propostas: 1 — volume de
solvente, 2 — concentragao metanol, 3 — ciclos de eluicao

Efeito %
1 -8,41 66,17
2 3,06 8,76
3 0,195 0,04
12 -2,77 7,18
13 1,555 2,26
23 -1,255 1,47
123 3,885 14,12
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Portanto, as condi¢cdes otimizadas de extracdo e eluicdo ficaram assim
estabelecidas: 1 ciclo de condicionamento com agua destilada, pH do meio 6, 10 mg

de fase sélida, 10 ciclos de extragao, 2 ciclos de eluicado com 500 uL de metanol.

2.4.8 Parametros analiticos

O método analitico desenvolvido teve sua performance avaliada por meio da
obtencdo de algumas figuras de mérito. A curva analitica para o método de pré-
concentracdo da escopolamina foi construida utilizando as condigcbes otimizadas. A
etapa de pré-concentracdo melhora a capacidade de deteccao e quantificacado SCP.
Isso € importante em amostras complexas onde os analitos podem estar presentes
em baixas concentracdes e serem mascarados por interferentes. Para isso, avaliou-
se a linearidade na faixa de concentracédo de 0,5 a 6 yM, obtendo-se a area do pico
eletroforético de cada solugao em triplicata. Essa faixa de concentracao foi escolhida
pois € comumente encontrada em amostras de urina (Brown et al., 2020). O trabalho
apresentado por Ribeiro et al (2022), previamente desenvolvido para determinagao de
SCP em farmacos e bebidas, possui uma faixa de trabalho de 10 uM a 1000 pM
utilizando as mesmas condi¢cdes de separagao e quantificacdo por CE. A curva de

pré-concentracao e os eletroferogramas obtidos estdo apresentados na Figura 2.17.
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Figura 2.17- (A) Eletroferogramas obtidos apds o procedimento de pré-concentragdo. Pico “SCP”:
Escopolamina utilizando o detector 1. (B) Curva analitica obtida apdés o procedimento de pré-
concentracdo. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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O limite de deteccéao (LOD) representa a menor concentragdo de SCP que pode
ser detectada. A relacdo entre o sinal da menor concentracéo e o ruido do branco foi
34. Entdo, o LOD foi calculado (Equagéo 2.5) e o valor encontrado foi 0,04uM. Ja o
limite de quantificagao (LOQ) representa a menor concentragdo de SCP que pode ser
medida e o valor encontrado foi 0,12 yM (Equacgao 2.6).

A repetibilidade inter-dias foi expressa como o desvio padrao relativo de
determinacdes de uma mesma solugcado de escopolamina submetida a processos de
pré-concentragédo sucessivos (n=7). Para uma solugdo de 2 yM de escopolamina, o
valor de concentragao obtido foi 1,77 + 0,11 uM. O desvio padrao relativo corresponde
a6,43%. Todos os parametros analiticos obtidos estdo descritos na Tabela 2.14. Além
disso o desempenho analitico do método analitico MISPE com dispositivo DPX-CE
desenvolvido foi comparado com estudos semelhantes para a pré-concentracéo de

SCP em diversas amostras (Tabela 2.15).

Tabela 2.14- Parametros analiticos do método proposto para pré-concentracéo de

escopolamina

Parametros analiticos Valores obtidos
Faixa linear (M) 0,50 - 6,00
Equacao y =1,54 [scp] + 2,72
r 0,9988
R? 0,9972
Tempo de migragao (s) 59,4+1,13s
Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=7) 6,43%
LOD (uM) 0,04
LOQ (uM) 0,12
Recuperagéo 1 (2uM) 83,82 +1,5%
Recuperagéao 2 (6uM) 101,21+ 2,3%
Fator de pré - concentragao 20

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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Tabela 2.15- Comparagdo do desempenho analitico do método MISPE com
dispositivo DPX-CE com estudos publicados anteriormente para pré-concentragéao de

escopolamina.

Método Faixa linear Amostra REF.
(uM)
MISPE com DPX- 0,5-6 Urina sintética Este trabalho
CE
MISPE — HPLC - 91-82 Extrato de plantas (Zuo et al.,
uv 2019)
RP-HPLC - UV 2,28 — 228 Urina real (Theodoridis et
al., 2003)
CE-ELC 10 - 1000 Flos daturae (Gao; Tian;
Wang, 2005)
CE -C*D 100 — 350 Medicamento (Cunha et al.,
2017)
CE-C‘D 10 — 1000 Medicamento e (Ribeiro et al.,
bebidas 2022)

Fonte: adaptado (Silva et al., 2022c)

Comparando o desempenho analitico do método proposto com estudos
semelhantes para a pré-concentragdo de SCP em diversas amostras (conforme
Tabela 2.15), observamos vantagens significativas. A faixa linear esta em
concentragcdes menores, além da proposta de miniaturizagcéo do preparo de amostras
e o uso de MIPs como FE. Em conjunto, os resultados obtidos na validagdo e
comparacgao reforgcam a viabilidade do método analitico desenvolvido, sugerindo sua
aplicabilidade promissora para a determinagao de SCP em amostras reais. O enfoque
na miniaturizacdo e na tecnologia MIPs contribui para aprimorar a eficiéncia e a
especificidade da analise, evidenciando o potencial do método para contribuir

significativamente em estudos relacionados a compostos SCP em diversas matrizes.
2.4.9 Aplicagcao em amostras de urina sintética

Depois da obtencdo dos parametros analiticos do método proposto para
extracdo e pré-concentracdo da escopolamina utilizando MISPE combinado com
DPX-CE, foi avaliada a aplicacdo do método em amostras de urina sintética. As
amostras de urina sintética foram preparadas de acordo com o descrito na segao
2.3.13, em seguida foram fortificadas em dois niveis de concentracdo de SCP: 2 uM
e 6 yM com pH ajustado para 6.

Ap0bs o preparo dos dispositivos DPX com MIP, as amostras de urina sintética



76

foram submetidas ao método proposto e a recuperagdo foi avaliada. O ensaio
recuperacao avalia a eficiéncia do método desenvolvido. Os valores de recuperagao
de SCP encontrados foram 1,7 uM e 6,1 uM, representando 83,8 £+ 1,5% e 101,2 £
2,3%, respectivamente. Com os valores obtidos, pode-se concluir que o parametro de
recuperacao foi adequado uma vez que os valores obtidos estdo dentro do intervalo
aceitavel de 80 a 110% (INMETRO, 2010).

2.5 Conclusao

O polimero molecularmente impresso sintetizado utilizando como MF a
acrilamida revelou um notavel potencial para aplicagdo como pré-concentragao de
SCP em amostras de urina sintética. O MIP-ACR apresentou uma boa religagéo, tanto
em ensaios batelada quanto no dispositivo DPX, além de uma boa seletividade
quando comparado a moléculas analogas.

Destaca-se que a utilizagdo da dindmica molecular (DM) como ferramenta
tedrica para triagem da selegcéo do MF revelou-se uma opg¢ao interessante para definir
de maneira racional a melhor estratégia de sintese. O monémero mais adequado que
simulado destacou-se nos resultados experimentais apresentando os melhores
valores de Fl. Com isso, a DM pode ser cogitada como uma alternativa para auxiliar
no preparo e elaboragdo de MIPs, valendo a pena novos estudos como este para
validar a eficiéncia da metodologia proposta neste trabalho.

Com a aplicagao miniaturizada de SPE, na forma de dispositivo DPX, com MIP
como fase extratora foi possivel aumentar a detectabilidade da SCP e
consequentemente aplicar a CE como técnica para quantificacdo. O limite de
quantificagcdo (LOQ) alcangado, de 0,12 uM, sugere que concentragcdes ainda
menores podem ser investigadas, abrindo possibilidades para novas aplicagdes e
aprofundamento em estudos futuros. Além do ganho em sinal analitico, foi possivel
propor um método de preparo de amostra com uso reduzido de reagentes e fase
sélida, diminuindo assim a geragéo de residuos.

Visto todas as vantagens do MIP-ACR desenvolvido, esta em andamento como
projeto de iniciagao cientifica, o desenvolvimento de colunas com MIP-ACR para
extracdo de escopolamina em bebidas. Os resultados preliminares indicam uma
promissora aplicabilidade da fase sodlida desenvolvida, consolidando perspectivas

para aplicagdes praticas e inovadoras nesse campo.
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3 SINTESE DE POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO FLUORESCENTE
PARA APLICACAO COMO SENSOR NA DETERMINAGCAO DE CAPTOPRIL EM
AMOSTRAS DE URINA SINTETICA E EFLUENTE

3.1 Introducao

O Captopril  (CPT), (1-(2S)-3-mercapto-2-metil-1-oxopropil)-L-prolina, é
considerado o inibidor pioneiro da enzima conversora da angiotensina (IECA)
oralmente ativo e é aplicado no tratamento da hipertensao e insuficiéncia cardiaca
congestiva (Odaka; Mizuochi, 2000). Descoberto no Brasil na década de 1960 pelo
meédico e aluno de pés-graduacéo no Departamento de Farmacologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP), que a isolaram do veneno da Bothrops jararaca,
conhecida como jararaca-da-mata, um principio ativo capaz de potencializar a
bradicinina (um vasodilatador, que age no sentido de reduzir a pressao dos vasos
arteriais) (SBPC,2014), que seria precursor do captopril, medicamento anti-
hipertensivo mais utilizado no mundo (Academia Brasileira de Ciéncias, s. d.). No
Brasil, o CPT esta listado na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME), ferramenta fundamental de acdo no Sistema Unico de Saude (SUS)
alcangando ampla utilizagao e distribuigdo a populagao (Ministério da Saude, 2022).

Apos a ingestdo de CPT, uma porcéao substancial (cerca de 40 a 60%) nao é
metabolizada pelo sistema hepatico e é excretada pela urina (Leopold, 1986 apud
Abdel-Megied et al., 2023, p.1), podendo atingir os cursos de agua residuaria
(Giudicelli et al., 1984). As estac¢des de tratamento de agua (ETA) e esgoto (ETE)
carecem de uma etapa dedicada a remog¢ao ou decomposi¢cao de medicamentos, o
que pode acarretar no aumento da concentragao de captopril em aguas superficiais e
residuais (Orona-Navar et al., 2018); (Cunha et al., 2020). A medida que a
concentracdo de farmacos no ambiente continua a aumentar, estas substancias
representam uma preocupagao crescente para a saude humana (Montagner; Vidal;
Acayaba, 2017).

Diversas substancias tém sido consideradas potenciais poluentes emergentes
(do inglés Potential Emerging Pollutants - PEPs) e incluem predominantemente
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, produtos quimicos desreguladores
enddcrinos, antibidticos, entre outros (Liu; Zhang, 2020). Os PEPs sao definidos como
poluentes sintéticos ou naturais detectados em corpos d'agua, potencialmente
levando a efeitos negativos para a saude humana (Cunha et al., 2020). A ocorréncia
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de PEPs em fluxos de aguas residuais em baixas concentragdes foi documentada em
numerosos estudos, com CPT sendo encontrado em concentragdes de 13 ug L
(Orona-Navar et al., 2018); (Salgado et al., 2010). A presenga dessas substancias
podem resultar em efeitos negativos sobre os lengdis freaticos, no equilibrio quimico
dos solos e podem ocasionar problemas de saude nos seres humanos (Montagner;
Vidal; Acayaba, 2017). Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos para
quantificacdo de medicamentos em matrizes ambientais e que sejam simples e
confiaveis é essencial.

Varios métodos analiticos foram relatados para a determinagdo de CPT
utilizando diferentes técnicas analiticas, incluindo métodos eletroquimicos (Ensafi et
al., 2011), sensores amperomeétricos (Wong; Lanza; Sotomayor, 2010), fluorescéncia
(Fu et al., 2022); (Han et al., 2022) e quimiluminescéncia (Liu, Xiaoqing; Li; Song,
2015). Além disso, técnicas de separacdo tém sido utilizadas para fins de
quantificagdo, como Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (do
inglés Liquid Chromatography Mass Spectrometry - LC-MS (Logoyda et al., 2021) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com detecc¢ao de absor¢ao no UV(EI-
Gindy et al., 2014).

Como mencionado secao 2.1.2, os polimeros molecularmente impressos
(MIPs) foram inicialmente utilizados para extracao seletiva de analitos de matrizes
complexas (Wang, Y. et al., 2018); (Sirumapea et al., 2021). Além disso, a capacidade
de reconhecimento molecular dos MIPs permite sua aplicacdo como receptor em
sensores quimicos (Liu; Ko, 2023). Varias técnicas tém sido empregadas para a
sintese de MIPs, incluindo polimerizagao em bulk (Silva et al., 2022c), sistemas de
impressdo em silica sol-gel (Wang, F. et al., 2021), impressdo em superficie
(Fernandes, R. S. et al., 2017), co-precipitacdo (Wang et al., 2020), suspensao
(Dourado et al., 2021) e polimerizacbes em emulsao (Suzaei et al., 2023).

A polimerizagéo sol-gel é frequentemente usada para MIPs inorganicos,
particularmente a base de silica (Si-MIP) (Li et al., 2022). Em comparagdo com 0s
MIPs organicos, os Si-MIPs sdo ecologicamente amigaveis, facilimente degradaveis
apos o uso e sintetizados a temperatura ambiente (Geng et al., 2018). A integragao
de MIPs com nanoparticulas inorganicas produz materiais com tamanho e distribuigéo
de particulas definidos, facilitando a funcionalizagdo por meio da selegao apropriada
do nanomaterial (Ansari; Karimi, 2017); (Martin-Esteban, 2022). Os Si-MIPs oferecem

diversas vantagens, incluindo maior relagdo superficie-volume, maior acessibilidade
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as cavidades impressas devido a remocgao facilitada da molécula molde (MM),
recursos aprimorados de reconhecimento e resisténcia reduzida a transferéncia de

massa (Fresco-Cala; Batista; Cardenas, 2020).

3.1.1 Polimeros molecularmente impresso fluorescentes (FMIPs)

Sensores quimicos sdo desenvolvidos com objetivo de se obter informagdes
qualitativa e/ou quantitativas a respeito de substancias quimicas. O componente
central do sensor quimico € o receptor, que interage com determinadas substancias,
permitindo uma detecgao seletiva. Assim sendo, os MIPs sdo materiais vantajosos
para aplicagdo como receptores em sensores quimicos, capaz de se ligar de maneira
altamente seletiva a molécula-alvo (Chen et al., 2016). Adicionalmente, os MIPs
podem ser facilmente integrados a uma variedade de transdutores, por exemplo
elétricos e opticos, conferindo-lhes uma versatilidade e sensibilidade. Dentre os
sensores opticos, os Si-MIP, os Si-MIPs fluorescentes vém ganhando atengéo devido
a combinacdo da seletividade da impressdo molecular com a alta sensibilidade e
respostas rapidas associadas a fluorescéncia. A medi¢ao da fluorescéncia oferece
uma ferramenta simples e sensivel para detectar diferentes analitos. No entanto, a
maioria dos analitos quimicos ndo sao fluorescentes. A fim de reconhecer e quantificar
diretamente tais moléculas alvo, os corantes fluorescentes podem ser integrados em
uma matriz de Si-MIP resultando nos Si-FMIPs (Wang, Y. et al., 2020).

A sintese de MIPs inorganicos de silica fluorescentes (Si-FMIPs) (Li, Q.et al.,
2022) resulta em sensores com 6timo desempenho (Wang, Y. et al., 2020),(ilktac,
2022), amplia as op¢des de aplicagdes, até mesmo em matrizes complexas. Estas
caracteristicas tém sido particularmente vantajosas em analises médicas e biologicas
(Ferreira et al.,, 2021). Além disso, a solubilidade em agua, bem como da
disponibilidade comercial de silanos funcionais, as nanoparticulas (NPs) de silica s&o
uma plataforma versatil e altamente adaptavel para incorporar ou enxertar pequenas
moléculas funcionais, biomoléculas ou mesmo outras NPs. Existem varios métodos
diferentes para a preparagao de Si-FMIP, mas a estratégia one-pot tem se destacado
pela facilidade de preparacao, agilizando o processo de preparagado e encurtando o
ciclo experimental, preservando a eficacia de detecgédo (Hu, Y. et al., 2018); (Huang,
Y. etal., 2021).

A produgdo de nano-MIPs pode ocorrer através da combinagdo de uma

interface polimérica impressa com nanoparticulas inorganicas ou pela sintese direta
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de nanoparticulas-MIP. A integracao de MIPs com nanoparticulas inorganicas resulta
em materiais com tamanhos e distribuicdes de particulas predefinidos, oferecendo
flexibilidade na funcionalizagdo mediante a escolha criteriosa de nanomateriais. Além
disso, tem-se demonstrado que a sensibilidade e seletividade alcangadas com
nanoparticulas inorganicas revestidas por MIP sao superiores quando comparadas a
resposta média de seus componentes individuais (Ashutosh Tiwari; Lokman Uzun,
2017). Materiais como nanoparticulas de ouro (Au), prata (Ag), silica (SiOz2), pontos
quanticos (do inglés Quantum Dots - QDs) e 6xido de ferro (FesO4) tém sido
extensivamente empregados como elementos centrais para apoiar o processo de
impressao superficial da MM em seu involucro polimérico (Wang, Y. et al., 2020). O

Quadro 3.1 apresenta alguns trabalhos que combinaram NPs com FMIPs.

Quadro 3.1- Aplicagdes de Polimeros Molecularmente Impressos Fluorescentes.

MM Abordagem MIPs REF.
Canamicina Funcionalizagdo com aptamero (Geng et al.,
fluorescente; 2018)
Paracetamol Co-precipitacdo one-pot, poli(9- (Wang, J. et
vinilcarbazol) (PVK) como fluoroéforo; al., 2020)
Naringina MIPs magnéticos e fluorescentes (Zhao; Ren; Li,
(FesOa4/FITC- isotiocianato de 2022)
fluoresceina);
Sulfapiridina Sintese one-pot usando pontos quanticos  (Hu, Y. et al.,
de ZnS dopados com Mn (QDs) como 2018)
nucleo fluorescente;
Moxidectina Polimeros de impressao de resposta dupla  (Wang, P. et
magnética e fluorescente (FesO4/FITC- al., 2017)
isotiocianato de fluoresceina);
Ciprofloxacina Si-FMIPs foram sintetizadas por (Wu, C. et al.,
polimerizagao por precipitagao contendo 2018)
FITC;
Cipermetirina Nanoparticulas de SiO2 encapsuladas com  (Wang, Y. et
um polimero impresso molecularmente al., 2018)
contendo alil-fluoresceina;
Naproxeno Si-FMIPs sintese one-pot usando FITC (Wang, F. et
como fluoréforo; al., 2021)

Fonte: Elaborada pela autora (2024)

3.1.2 Espectroscopia de Fluorescéncia
A fluorimetria, também conhecida como espectrofluorimetria, € uma

modalidade da espectroscopia eletromagnética dedicada a medi¢do da intensidade
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de fluorescéncia de uma amostra. Durante o processo de medigao, os elétrons das
especies quimicas presentes na amostra sao excitados pela energia proveniente da
radiacdo eletromagnética incidente. Em seguida, parte da energia absorvida é
dissipada na forma de radiacdo com energia menor do que a absorvida. O
comprimento de onda da radiagao emitida € maior do que o comprimento de onda
absorvido, uma vez que a energia emitida € inferior aquela utilizada para a excitagao.
Adicionalmente, observa-se que a intensidade da fluorescéncia esta diretamente
relacionada a concentracédo do composto fluorescente (Vogel et al., 2002)

A técnica de espectrometria de fluorescéncia oferece varias vantagens, tais
como, maior sensibilidade, seletividade, técnica ndo destrutiva e equipamentos de
mais baixo custo, quando comparados a técnicas de separacdo. Ela permite a
deteccao de concentragdes em niveis de uM e nM, sendo util em analises de tracos
(Vogel et al., 2002). Além disso, por ser nao destrutiva, as amostras podem ser
analisadas por outras técnicas de forma complementar, caso haja necessidade
(Sotomayor et al., 2008); (Skoog, et al. 2006).

Apesar de ser uma técnica analitica util, a fluorescéncia apresenta algumas
desvantagens que podem restringir sua aplicagao em certos contextos. Interferéncias
de fundo em amostras complexas, variagdes na matriz da amostra, e sensibilidade a
condi¢cbes experimentais como temperatura e pH podem impactar a exatidao dos
resultados. Além disso, nem todos os compostos exibem propriedades fluorescentes,
limitando a aplicabilidade da técnica a certas classes de substéancias. (Wang, Y. et al.,
2020).

3.2 Objetivos

Considerando que o desenvolvimento de polimeros molecularmente impressos
a base de nanoparticulas de silica representa um avanco importante na elaboragao
de sensores seletivos, o presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar um Si-
FMIP para determinacdao de CPT empregando a espectrometria de fluorescéncia

como técnica analitica.

3.21 Objetivos especificos
i. Empregar a estratégia one-pot para preparo de Si-FMIPs;

ii. Sintetizar e caracterizar Si-FMIP;
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iii.  Verificar a seletividade do Si-FMIP com moléculas similares;

iv.  Otimizar as condi¢des de determinacéo de CPT;

v. Desenvolver um método analitico baseado na supressao de fluorescéncia de
nanoparticulas com impressdo molecular para quantificacdo seletiva de

captopril em amostras de urina sintética e aguas residuais.

3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Reagentes e solugdes

Todos os produtos quimicos, padrées e solventes utilizados foram de grau
analitico, e todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm™' a
25 °C) do sistema de purificagao de agua Direct-Q 3UV (Millipore, Molsheim, Franga).

Para a sintese dos polimeros foram utilizados: captopril (98%, CPT), 3-
aminopropiltrietoxisilano  (99%, APTES), tetraetilortosilicato (99%, TEOS),
isotiocianato de fluoresceina (97%, FITC), adquiridos da Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Alemanha). Metanol foi obtido da Dinamica (Sao Paulo, Brasil). Por fim, o hidréxido
de aménio (37%) e o etanol (99,9%) foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo, Brasil).
Outros reagentes, tais como: norfloxacina (98%), metronidazol (97%), ciprofloxacina
(98%), dipirona (98%), diclofenaco (98%), ofloxacina (98%), creatinina (98%),
hidroclorotiazida (97%), amoxicilina (98%), a doxiciclina (98%) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich.

Os reagentes utilizados na preparagéo da urina sintética, como acido citrico
(99%), acido ascorbico (99%) e sulfato de sodio (99%) foram adquiridos da Vetec
(Duque de Caxias, Brasil). Bicarbonato de sddio (99%), cloreto de célcio di-hidratado
(78%), cloreto de sddio (99%) e cloreto de aménio (99%) foram obtidos da Synth (Sao
Paulo, Brasil). O hidrogenofosfato de potassio (99%) e o di-hidrogenofosfato de
potassio (99%) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Por fim, ureia (99%),
acido urico (99%) e sulfato de magnésio hepta-hidratado (99%) foram adquiridos da
Dinamica, Sigma-Aldrich e Neon (Suzano, Brasil), respectivamente. A ninhidrina
(98%) foi adquirida da Neon.

3.3.2 Instrumentacgao
Os polimeros sintetizados foram lavados com etanol e separados em uma

centrifuga universal da marca Hettick, modelo Zentrifugen. Quando necessario, o
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ajuste de pH das amostras e das solugdes de trabalho foi realizado com o pHmetro
digital da marca Kasvi, modelo K39-1420 A e solugbes de NaOH e HCI, ambas 0,50
mol L-*. O homogeneizador NORTE CIENTIFICA Mod NH-2200 foi utilizado para os
ensaios de religagdo do analito. Além desses equipamentos, uma balanga analitica -
GEHAKA - Modelo AG200 e um ultrassom da marca Ultronique, modelo Q3.0, foram
utilizados.

As analises cromatograficas para quantificacdo de CPT foram realizadas
utilizando um equipamento Shimadzu Modelo 20A acoplado a um detector SPD-20A
UV/Vis com medidas de absorbancia em comprimento de onda 220nm, com
amostrador automatico SIL-20A e um desgaseificador DGU-20A5 pertencente ao
grupo NANOBIOMIMETIC sensors (Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho"). As separagdes foram realizadas em coluna de fase reversa C-18 SHIM-PACK
CLC ODS (5 ym, 4.6mm x 250mm). A fase movel empregada foi composta de 65%
metanol e 35% tampéao fosfato pH 8 (30 mM) e a corrida cromatografica foi realizada
no modo isocratico com vazéo de 0,8 mL min 1.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados em um espectrometro
Panorama Fluorat-02. As medi¢cées de absorbancia no UV foram realizadas em
espectrofotdmetro UV/vis da Agilent Technologies modelo Cary 60. A carga superficial
dos polimeros foi determinada por um Analisador de Potencial Zeta, modelo Zetasizer
Nano S90 da marca Malvern Panalytical. Para isso, 2,0 mg do polimero foi disperso
em 2,0 mL de agua, todos estes equipamentos pertencentes ao grupo
NANOBIOMIMETIC sensors (Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho").

Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho foram obtidos por um
espectrofotometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin Elmer, na regido
compreendida entre 4000 e 500 cm-'. As analises das amostras foram feitas no estado
solido, com a utilizagédo do acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal
de diamante. O espectrofotometro utilizado pertence ao Grupo de Materiais
Inorganicos do Triangulo (GMIT) localizado no Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia
de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da UFU.

As imagens de microscopia eletronica de transmissao (do inglés “Transmission
Electron Microscope”-TEM) foram obtidas em um JEOL-JEM2100 com filamento LaBs
(hexaboreto de lantanio), operado a 200 kV, pertencente ao Laboratério de
Microscopia Eletrénica do Instituto de Quimica de Sao Carlos-USP (LME-IQSC).
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3.3.3 Sintese de nanoparticulas fluorescentes com impressao molecular (Si —
FMIP) e nanoparticulas nao impressas (Si-FNIP)

Para o preparo dos Si-FMIPs, inicialmente o mondédmero funcional fluorescente
(FITC-APTES) foi sintetizado. O procedimento foi adaptado por Li et al. (2021) e
colaboradores: 0,04 mmol de FITC foi dissolvido em 8 mL de etanol seguido pela
adicdo de 0,04 mmol de APTES. A mistura foi agitada em temperatura ambiente
durante 24 horas e o solvente foi removido por evaporagao a vacuo. As estruturas dos
reagentes envolvidos na preparagao destes polimeros estdo apresentadas na Figura
3.1.

CPT CAPTES

Figura 3.1- Estruturas da molécula molde (CPT), monémero funcional (APTES), fluoréforo (FITC),
precursor da silica (TEOS). Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Ap0s a preparacao do FITC-APTES, deu-se inicio as sinteses dos Si-FMIPs via
sol-gel, seguindo o procedimento adaptado por Li et al. (2021). Foram realizadas
quatros sinteses de Si-FMIPs (A, B, C e D) utilizando CPT como molécula molde (MM)
e variando as quantidades dos outros reagentes. Os valores empregados para cada
um dos componentes sdo apresentados na Tabela 3.1.

As reacdes de polimerizagdo dos Si-FMIPs foram preparados usando a
estratégia one-pot, ou seja, a sintese aconteceu em um unico recipiente (Wang, F. et
al.,, 2021). Para isso, o seguinte procedimento foi realizado: 0,1 mmol de CPT
(molécula molde - MM) foi dissolvido em uma mistura de agua/etanol (8 mL/3 mL) em
um frasco de vidro sob agitacdo magnética seguido pela adicado de APTES. A mistura
foi agitada durante 30 min. Posteriormente, foram adicionados o FITC-APTES
solubilizado em etanol e 0,5 mL de uma solucéo etandlica de TEOS, gota a gota.

Finalmente, foram adicionados 200 pL de hidréxido de amdnio e a mistura foi agitada
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por 48 horas em temperatura ambiente. A suspensao resultante foi sonicada durante

15 min e as particulas foram coletadas por centrifugagdo a 10.000 rpm durante 10 min

e lavadas com etanol. Em seguida, foram realizadas sucessivas lavagens com tamp&o

fosfato (50 mM, pH 8,5) para remogao da molécula molde. Polimeros fluorescentes

nao-impressos (Si-FNIPs) foram preparados seguindo o mesmo procedimento

descrito, porém sem a adigdo de CPT. A Figura 3.2 ilustra o procedimento de sintese.

Tabela 3.1- Quantidade de reagentes utilizados na sintese de Si-FMIP e Si-FNIP.

Polimero MM APTES TEOS FITC-APTES
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol)

Si — FMIPA 0,1 0,3 1,0 0,01

Si — FNIPA 0 0,3 1,0 0,01

Si— FMIPs 0,1 0,3 1,0 0,005
Si— FNIPs 0 0,3 1,0 0,005
Si— FMIPc 0,1 0,6 1,0 0,005
Si— FNIPc 0 0,6 1,0 0,005
Si— FMIPp 0,1 0,3 2,0 0,005
Si— FNIPp 0 0,3 2,0 0,005

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Figura 3.2— Fluxograma do preparo dos polimeros Si-FMIP/Si-FNIP.

(2024).

Armazenamento

Fonte: Elaborado pela Autora
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3.3.4 Medidas de fluorescéncia

Suspensdes de Si-FMIP e Si-FNIP com concentragdo de 2 mg mL™" foram
preparadas em mistura agua/etanol (1:1). A intensidade inicial de fluorescéncia (lo) foi
registrada em 520 nm com excitacdo em 490 nm. Apos adicdo de um volume
adequado do analito, a suspensao foi agitada por 15 min e a intensidade final de
fluorescéncia (I) foi adquirida. O sinal analitico (Ir) foi considerado a supresséo relativa

da intensidade de fluorescéncia, conforme descrito na equacao:

I = % (3.1)
3.3.5 Otimizagoes das condi¢oes de religagdao do CPT: solvente, concentragao
da suspensao de Si-FMIP/Si-FNIP, tempo de contato

O solvente utilizado para o preparo das suspensdes contendo Si-FMIP pode
influenciar na intensidade de fluorescéncia, com isso afetar o sinal referente a
religacdo do CPT. Por isso, a religacdo do CPT foi realizada em quatro condic¢des:
agua, etanol, mistura agua: etanol, tampé&o fosfato (pH 8,5). Neste experimento,
suspensodes foram preparadas na concentragédo de 2 mg mL™" nos diferentes solventes
mencionados. Em seguida, foram adicionados 50 yL de uma solugdo de CPT na
concentracdo de 500uM. Essa mistura foi agitada por 15 min e medidas de
fluorescéncia foram realizadas antes e depois da adigdo de CPT.

Em seguir, foi examinada a influéncia da concentracdo da suspensao de Si-
FMIP na intensidade do sinal analitico. Para isso, suspensdes na faixa de 0,75 a 2 mg
mL-' foram avaliadas. Neste procedimento, as suspensbes foram preparadas em
diferentes concentragdes, logo depois foram adicionados 50 pyL de uma solugao de
CPT na concentracao de 1500 uM. As misturas foram agitadas por 15 min e medidas
de fluorescéncia foram realizadas antes e depois da agitacdo com CPT.

Depois, avaliou-se o comportamento do sinal analitico do Si-FMIP e Si-FNIP
em funcéo do tempo de contato. Para determinar o tempo de equilibrio, 20 uL de uma
solucao de 2,5 mM de CPT foram adicionados a 50 uL de suspensdes de Si-FMIP na
concentragédo de 500 mg mL-' e o volume ajustado para 5 mL. A mistura foi agitada
em um homogeneizador rotativo a 10 rpm e as medigdes de fluorescéncia foram
capturadas em diferentes intervalos de tempo variando de 1 a 50 minutos. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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3.3.6 Estudo da seletividade

A capacidade do Si-FMIP de reconhecer seletivamente o CPT foi avaliada
comparando o sinal analitico obtido apds contato com outras moléculas. Para isso, 20
uL de uma suspensio de Si-FMIP na concentragédo de 500 mg mL-" foram adicionados
a 5 mL da solugao interferente na concentragao de 25 uM e agitados por 15 min.

A seletividade do Si-FMIP e Si-FNIP para o reconhecimento do CPT foi avaliada
utilizando diversas moléculas, tais como: norfloxacina e ciprofloxacina
(antimicrobiano), metronidazol (antiprotozoario), dipirona (analgésico e antitérmico),
diclofenaco (antimicrobiano nao esteroidal, agente inflamatério), ofloxacina,
amoxicilina e doxiciclina (antibidticos), creatinina (diurético) e hidroclorotiazida. As

estruturas das moléculas avaliadas estdo apresentadas na Figura 3.3.
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Figura 3.3- Estruturas das substancias utilizadas na verificagdo da seletividade do Si-FMIP. Fonte:
Elaborado pela Autora (2023).

O fator de impressao para as moléculas testadas (Fla) e o coeficiente de
seletividade relativa (B) em relacdo ao CPT foram calculados da seguinte forma
(Mortari et al., 2021; Zuo et al., 2019; Fernandes, R. S. et al., 2017):

_ UR)mip
Fla= (TR mip’ (3:2)
B= Flcpr (3.3)

FI,
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Onde: (Ir)mip € (IrR)NIP 80 a diminuigédo da intensidade de fluorescéncia relativa

de Si-FMIP ou Si-FNIP apds religacao dos analitos, respectivamente.

3.3.7 Parametros analiticos

Alguns parémetros analiticos foram determinados com o intuito de avaliar o
desempenho do procedimento proposto, tais como linearidade, sensibilidade do
método, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), repetibilidade e
recuperagao em amostras.

Os limites de deteccdo e quantificacido foram avaliados pelos parametros da
curva analitica, os limites foram expressos(INMETRO,2010);(Thompson; Ellison;
Wood, 2002):

DPb

LOD= 3,322 (3.4)
LOQ= 1027 (3.5)

Onde: DP, =0 desvio padréo das medidas do branco; S= o coeficiente angular
da curva analitica.
A repetibilidade foi expressa como o desvio padrao relativo de uma série de

medidas (n=10). O desvio foi calculado de acordo com a equagéo (Ribeiro et al.,

2022): DPR = = % 100 (3.6)

Onde: DPy - 0 desvio padrdo da concentragdo encontrada; X = concentragéo
média encontrada para a série de medidas.

A recuperacao foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de CPT a
uma amostra de urina sintética e aguas residuais. A relagdo entre a quantidade
adicionada e recuperada é o fator de recuperagao (R), calculada pela equagao
(INMETRO,2010); (Ribani et al., 2004):

% R = P17, 100 (3.7)

[CPT]a
Onde: [CPT]r ¢é a concentragdo de CPT recuperada (mg L™); [CPT]a é a
concentragdo de CPT adicionada (mg L ™).
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3.3.8 Aplicagcao em amostras de urina sintética e efluente

Amostras de urina sintética e aguas residuais (efluentes) foram utilizadas para
avaliar o desempenho do Si-FMIP desenvolvido. As amostras de urina sintética foram
preparadas de acordo com o procedimento descrito por Brooks e colaboradores, ja
mencionado no capitulo anterior. Para isso, foram adicionados em 250 mL de agua
deionizada: 0,1 g de acido citrico, 0,093 g de acido ascorbico, 0,525 g de bicarbonato
de sdédio, 2,5 g de ureia, 0,0175 g de acido urico, 0,01 g de cloreto de calcio di-
hidratado, 1,3 g de cloreto de sddio, 0,353 g de sulfato de sddio, 0,123 g de sulfato de
magnésio hepta-hidratado, 0,325 g de cloreto de aménio, 0,238 g de hidrogenofosfato
de potassio e 0,305 g de di-hidrogenofosfato de potassio. Em seguida, a amostra foi
transferida para um frasco &mbar e armazenada na geladeira (Brooks; Keevil, 1997).

A amostra de efluente foi coletada em uma estacao de tratamento de efluentes
(ETE) convencional, apos a etapa de tratamento. As amostras foram filtradas com
filtros de seringa (PES - polietersulfona) com porosidade de 0,45 um e didmetro de 30
mm para remocado de suspensdes solidas. Em seguida, as amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) em frascos plasticos descontaminados.

Para a determinacédo de CPT, 5 mL de cada amostra foram misturados com 20
uL da suspensédo Si-FMIP (500 mg mL-"), agitados por 15 min e a intensidade de

fluorescéncia foi medida em 520 nm. Cada amostra foi analisada em triplicata.

3.4 Resultados e discussoes

3.4.1 Preparacao do Si-FMIP/Si-FNIP

Os polimeros molecularmente impressos fluorescentes baseados em
nanoparticulas de silica (Si-FMIPs) foram preparados usando a estratégia one-pot, ou
seja, todas as etapas foram realizadas em um unico meio reacional. Este tipo de
metodologia possui facilidade na execugado do procedimento de sintese e diminui o
consumo de reagentes (Huang, Y. et al., 2021). Nesta sintese, o FITC-APTES foi
utilizado como mondmero fluorescente, CPT como molécula molde, APTES como
mondmero funcional e catalisador (Wang, J. et al.,, 2021) e o TEOS com ligante
cruzado e precursor de silica (Wang, F. et al., 2020). A propor¢ao de cada um dos
reagentes pode influenciar na seletividade e na capacidade de adsor¢ao dos

polimeros impressos, por isso, quatro sinteses foram realizadas, sendo nomeadas
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como A, B, C e D. As proporgdes de cada sintese foram apresentadas na secéo 3.3.3,
Tabela 3.1.

ApOs a sintese, os polimeros obtidos foram centrifugados e separados. Em
seguida foram realizadas sucessivas lavagens com tampao fosfato (50 mM, pH 8,5)
para remogao completa de CPT. Este procedimento consistiu na adigdo de 10 mL de
tampao fosfato ao material sintetizado, seguidos de 10 min de agitagao e depois 10
min de centrifugacdo. Ao final de cada etapa, aliquotas foram recolhidas e levadas
para analise cromatografica. Durante a mistura do tamp&o com os Si-FMIPs ocorre a
desprotonacao do grupo acido carboxilico presente na molécula de CPT, diminuindo
as interagcoes entre o CPT e o MF, assim ocorre a remogcdo da MM e,
consequentemente, a formacao de sitios complementares para interacdes posteriores
do analito. Foram realizadas 11 etapas de lavagem (L1-11) consecutivas e fotos dos
sobrenadantes recolhidos estdo apresentados na Figura 3.4-A. Como pode ser
observado, na ultima etapa de lavagem ja ndo se observa mais nenhuma coloragao
no sobrenadante, indicando que qualquer excesso de reagente ja foi removido. Além
dessa analise qualitativa, a analise cromatografica dos sobrenadantes (Figura 3.4-B)
indicou que esse numero de etapas de lavagem foi suficiente para a remocgao de CPT,
pois nao se observou o pico referente ao CPT no cromatograma do sobrenadante da
ultima etapa (L11). Os Si-FNIPs também foram submetidos a estas etapas de

lavagem, garantindo assim que a unica diferenga com Si-FMIP é a auséncia de CPT.

(A)
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Figura 3.4— (A) Alguns sobrenadantes da etapa de remogédo do CPT, comegando pela etapa 1 (L1) e
finalizando com a etapa 11 (L11). (B) Cromatogramas das etapas de lavagem para remog¢ao do CPT
que foram realizadas para Si-FMIPs. Condigées de HPLC: coluna C18 (250 x 4,6 mm, Shim—Pack CLC—
ODS); vazao: 0,8mL min-, fase mével: metanol 65%/tampao fosfato 35% (pH 8) injegdo: 20uL; T: 25°C;
comprimento de onda: 220 nm. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Apés as etapas de preparagao dos Si-FMIPs e Si-FNIPs, os materiais foram
armazenados em solvente etanol. A partir dessas suspensdes estoque os demais
experimentos foram realizados. Para avaliar qual sintese apresentou a melhor
seletividade ao CPT, foi realizado um teste preliminar de religacéo. Para isso, 20 uL
de cada suspensdo estoque (500 mg mL"") foram misturados com 5 mL de CPT na
concentracao de 25 uM. A deteccao do CPT foi obtida pela supressao de fluorescéncia
dos Si-FMIPs, assim, medidas de fluorescéncia foram realizadas antes e depois do
contato com CPT, respectivamente lo e I. Em seguida o valor de Ir (sinal analitico
utilizado) foi calculado conforme a Equacgao 3.1. Com o valor de Ir definido, para cada
um dos polimeros foi possivel definir o FI e com isso estabelecer qual a melhor
composic¢ao para reconhecimento seletivo de CPT. Os resultados deste experimento
estdo apresentados na Figura 3.5.
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Figura 3.5—- Efeitos de diferentes propor¢gées molares dos reagentes na sintese do Si-FMIPs e Si-
FNIPs. A concentragdo CPT: 25 uM; concentragdo dos polimeros: 2 mg mL-'; solvente: agua/etanol
(1/1, viv); comprimentos de onda de excitagdo/emisséo: 490/520 nm. Fonte: Elaborado pela Autora
(2023).

Como observado, o Si-FMIPs — preparado na proporgéo 1:3:10:0,05 para CPT,
APTES, TEOS, FITC-APTES — apresentou o melhor valor de Fl, ou seja, a intensidade
de fluorescéncia relativa para o Si-FMIPs foi maior que a do Si-FNIPs correspondente.
Esta supresséao de fluorescéncia maior (magnitude do sinal analitico) para o Si-FMIPs
indica que para essa composicao, a interagcdo do MIP com CPT foi maior, indicando
que numero maior de cavidades seletivas foram formadas. A sintese A, apresentou
um valor de FI maior que 1,5, porém o sinal analitico encontrado para o IR foi menor
que o valor encontrado na sintese B. A diferenca entre ambas € quantidade de FTIC-
APTES. Na composicao B, a quantidade de monémero fluorescente € menor, assim
qualquer efeito relacionado a processo de auto-absorgao do fluoréforo foi evitado, néo
interferindo no sinal analitico obtido. A menor concentragdo de FITC-APTES na
sintese de Si-FMIPs proporciona um maior sinal de fluorescéncia. Quando as outras
composi¢des sdo avaliadas nas sinteses C e D, nao é possivel observar diferengas
entre os sinais analiticos dos pares Si-FMIPc e Si-FNIMPc¢, Si-FMIPp e Si-FNIMPp. A
supressdo de fluorescéncia ocorreu, visto os valores de Ir, porém nao houve

seletividade na resposta. Como os valores foram parecidos para Si-FMIP/Si-FNIP, os
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Fls foram préximos a 1. Portanto, aumentar a quantidade de APTES e TEOS,
respectivamente sintese C e D, ndo representou um ganho na formagao de cavidades
seletivas para o CPT.

A seletividade exibida pelo Si-FMIPs esta relacionada ao numero de grupos
amino disponiveis para interagao com o CPT. O silano APTES foi usado para fornecer
grupos amino para polimeros e como catalisador para a reagao de polimerizagao sol-
gel (Wang, F. et al., 2021). APTES ¢ responsavel pela criagdo de nanocavidades
impressas para reconhecimento molecular da MM (Wang, F. et al., 2020). Interagdes
do tipo ligagdo de hidrogénio ocorre através da protonagdo entre o grupo acido
carboxilico no CPT e o grupo amino no APTES (Duan et al., 2011). A quantidade
desses grupos presentes no material pode ser estimada pelo teste colorimétrico com
ninhidrina, procedimento que foi apresentado no trabalho desenvolvido por Santos et.
al.(2020); (Santos, J. A. O. et al., 2023). Para este experimento, uma curva de
calibragao foi construida com solugdes estoques de APTES (0,01 — 0,2 mM) e a adigéo
de 1 mL de solugdo etandlica de ninhidrina 5%. Essas misturas foram aquecidas
durante 1h a 70°C. Apds esse tempo, medidas de absorbancia em 578 nm foram
realizadas. As solugdes utilizadas e a curva de calibracdo preparada estao

apresentadas na Figura 3.6A-B.

(A)
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Figura 3.6— (A) Solugbes de APTES-ninhidrina utilizadas para a curva de calibragédo. (B) Curva de
calibragao usando teste colorimétrico com ninhidrina. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Realizado o teste colorimétrico com ninhidrina foi possivel estimar a quantidade
de grupos amino por grama de polimeros e os valores encontrados estao
apresentados na Tabela 3.2. Conforme observado, a quantidade de grupos amino é
maior para o Si-FMIPs, confirmando a disponibilidade de mais sitios de interacéo para
o CPT. Quando se compara Si-FMIPs com Si-FNIPs, observa-se uma diferenca
significativa (6 vezes menor) no numero de grupos aminos. Essa diferenca na
quantidade de sitios de interagdo ajuda a justificar os resultados encontrados para Ir
(Si-FMIP/Si-FNIP) e consequentemente resultam no melhor valor Fl. Para os outros
polimeros sintetizados a quantidade de grupos aminos identificados nos pares Si-
FMIP/Si-FNIP foram proximos, com isso nao seria possivel obter valores

consideraveis para Fl.
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Tabela 3.2- Quantificacdo de grupos amino utilizando teste colorimétrico com

ninhidrina

Polimeros mmol NHz g
Si-FMIPa 0,035
Si-FNIPa 0,025
Si-FMIPs 0,624
Si-FNIPs 0,094
Si-FMIPc 0,365
Si-FNIPc 0,433
Si-FMIPp 0,001
Si-FNIPp 0,003

Fonte: Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

3.4.2 Avaliagao da seletividade

A capacidade do Si-FMIP de reconhecer seletivamente o CPT foi avaliada
comparando o sinal analitico obtido apds contato com outras moléculas. Os valores
de supressao de fluorescéncia obtidos para molécula interferente com Si-FMIP e Si-
NIP estdo apresentados na Figura 3.7. Apds o experimento, os fatores de impressao
molecular para as moléculas testes (Fla) e 0os coeficientes de seletividade relativa ()
foram calculados e resumidos na Tabela 3.3. Obteve-se um Fl de 5,1 para o CPT,
superior a todos os valores encontrados para as moléculas avaliadas, demonstrando
a alta afinidade do Si-FMIP ao CPT. Fla proximo a 1, encontrado para norfloxacina,
metronidazol, ciprofloxacina e ofloxacina, indica que nao houve diferenga entre o
reconhecimento de Si-FMIP e Si-FNIP. Para as demais moléculas, o Fla foi inferior a
1, indicando que o reconhecimento do Si-FNIP foi maior que o do Si-FMIP. Para os
coeficientes de seletividade relativa, os valores encontrados foram superiores a 4,
indicando que o FI-CPT se destacou em relagdo ao Fl para outras moléculas.
Portanto, a alta seletividade ao CPT confirma as cavidades seletivas formadas nos Si-
FMIPs.
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Figura 3.7— Resposta de fluorescéncia dos Si-FMIP e Si-FNIP ao CPT e as moléculas teste. A
concentragdo das moléculas: 25 uM; concentragdo de polimero: 2 mg mL-'; solvente: agua/etanol (1/1,
v/v); comprimentos de onda de excitagdo/emissdo: 490/520 nm. Fonte: Fonte: Elaborado pela Autora
(2023).

Tabela 3.3- Parémetros Fla € B para avaliagdo da seletividade de diferentes

moléculas aos polimeros impressos Si-FMIP e Si-FNIP.

Moléculas Flo Jij
Captopril 51 -
Norfloxacina 1,1 4.5
Metronidazol 1,0 4.9
Ciprofloxacina 1,2 4,2

Dipirona 0,6 8,5
Diclofenaco 0,3 17,2
Ofloxacina 1,2 4,3
Creatinina 0,2 30,5

Hidroclorotiazida 0,1 88,0
Amoxicilina 0,2 20,2
Doxiciclina 0,7 6,7

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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3.4.3 Caracterizagao morfoldgica e estrutural de Si-FMIP e Si-FNIP

Apos a analise de seletividade, os Si-FMIP e Si-FNIP foram submetidos a
caracterizagao, previsao da morfologia (TEM), identificagdo de grupos funcionais
(FTIR), distribuicdo de cargas (Potencial Zeta).

A microscopia eletrénica de transmissao (TEM) foi empregada para caracterizar
a morfologia do polimero molecularmente impresso fluorescente e seu
correspondente polimero nao-impresso (Si-FNIP). Como mostrado na Figura 3.8 A-
D, existe uma diferenca consideravel entre os dois polimeros, demonstrando que a
presenca do CPT afetou a polimerizagao e que a estratégia de impressao pode
funcionar (Wang, F. et al., 2021). Nas micrografias, Figura 3.8-A e 3.8-B, é possivel
notar uma agregacéo de microesferas tanto no Si-FMIP quanto no Si-FNIP, formando
consequentemente granulos poliméricos. E possivel ainda indicar que n&o houve
homogeneidade na formacdo de particulas e distribuicio de tamanho em
configuragdes irregulares para ambos os polimeros. A partir das micrografias foi
possivel definir um tamanho médio para os polimeros sintetizados utilizando o

software Image J, os histogramas estdo apresentados na Figura 3.8-C e 3.8-D.

(A) (B)
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Figura 3.8— Micrografias eletrdnicas de transmisséo de (A) Si-FMIP (escala 100 nm) e (B) Si-FNIP
(escala 200 nm). Histogramas com o tamanho médio dos polimeros fluorescentes (n=225) (C) Si-FMIP
e (D) Si-FNIP. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Os principais grupos funcionais presentes no Si-FMIP e Si-NIP foram
caracterizados por FT IR, conforme apresentado na Figura 3.9. A banda centrada em
1742 cm™' é atribuida ao alongamento simétrico C—H, que indica os grupos Si-O-CHa.
As bandas centradas em 1641 cm™ e 1556 cm™' sdo provavelmente atribuidas ao
estiramento C=C do Si-Ph e a vibracdo de deformacdo do NH2 apresentadas nas
ligagdes silica-aminas (Si-NH2), respectivamente (Santos et al., 2023). Os picos
localizados em 1024 cm™ e 785 cm™' correspondem respectivamente a vibragéo de

deformacao Si-OH e a vibragao de estiramento simétrico N-Si-N apresentada pelos
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amino-silanos. As bandas em 692 cm™' e 583 cm™! estdo relacionadas a vibracdo de
balanco dos grupos R-SiHs e ao estiramento assimétrico da ligagao Si-C dos grupos
silanos R2SiPh2, respectivamente (Santos et al., 2020). Finalmente, a banda
observada em 425 cm™' corresponde ao comum de estiramento de ligagbes Si-Si
(Socrates, 2001).
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Figura 3.9- Espectros FTIR para Si-FMIP e Si-FNIP. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Os polimeros foram submetidos a analise de carga superficial e os resultados
estdo apresentados na Tabela 3.4. O valor do potencial zeta (Pz) representa a carga
superficial das particulas, resultante da soma de todas as cargas de diferentes grupos
quimicos, ionizados ou n&o, na superficie das nanoparticulas. O valor do Pz auxilia na
previsdo das propriedades do material. As nanoparticulas com valores de Pz > -25
mV e Pz < +25mV sdo normalmente muito estaveis, enquanto nanoparticulas com Pz
superior a +30 mV ou inferior a -30 mV sao consideradas fortemente
catibnicas/anidnicas, respectivamente (Karaseva et al., 2019); (Dietl et al., 2021). Para
as particulas de silica (Si-NPs), sem polimeros ancorados na superficie, observa-se
uma carga negativa devido a desprotonagao dos grupos silanol (=Si—0O-) (Santos et
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al., 2023). A funcionalizagao com sintese do Si-FMIP e Si-FNIP, o Pz apresenta carga

positiva devido provavelmente a protonagao dos grupos amino (-NH2).

Tabela 3.4- Potenciais Zeta para de nanoparticulas de silica pura (Si-NP) e
funcionalizadas com polimeros (Si-FMIP/Si-FNIP) em tamp3&o fosfato (0,01 mol L', pH
=7,4)ea25°C.

Particulas Potencial Zeta [mV]
Si-NP -30,20+0,14
Si-FMIP 20,07+0,08
Si-FNIP 24,73+1,17

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

3.4.4 Otimizacao das condigoes de religagao do CPT

A intensidade de fluorescéncia das suspensdes contendo os Si-MIPs é
altamente afetada pelo solvente e pela concentragao. Por isso, avaliou-se a supressao
da fluorescéncia apds contato com captopril em diferentes solventes. 20 uL de uma
suspensao de Si-FMIP preparada em cada solvente com concentragéo de 500 mg mL-
" foram misturados com 5 mL de uma solugéo de 25 uM de CPT. Apds 60 minutos, a
intensidade de fluorescéncia foi registrada e a resposta foi calculada de acordo com a
equacao 3.1. A Figura 3.10 mostra a supressao de fluorescéncia para etanol, agua,
agua:etanol (1:1 v/v) e tampao fosfato (50 mM, pH 8,5). Como pode ser observado, o
Si-FMIP preparado na mistura etanol-agua (1:1 v/v) forneceu o maior sinal analitico.
Além disso, a razado entre as respostas Si-FMIP e Si-FNIP (fator de impressao) foi
superior quando comparada aos outros solventes. Isto pode ser explicado pela
polaridade moderada da mistura, na qual as interagdes solvente-CPT sao inferiores
as do Si-FMIP-CPT. Para o tampéo fosfato (pH = 8,5), a alta forga idnica pode

minimizar a interacdo do CPT com as cavidades seletivas do Si-FMIP.
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Figura 3.10- Avaliagcao da religagao de CPT em diferentes solventes. Fonte: Elaborado pela Autora
(2023).

A seguir, foi examinada a influéncia da concentragao da suspensao de Si-FMIP
na intensidade do sinal analitico. As misturas foram agitadas por 15 min e medidas de
fluorescéncia foram realizadas antes e depois da agitagdo com CPT. Os valores de Ir

encontrados para as diferentes concentragdes estao apresentados na Figura 3.11.

0307 JlSi-FMIP
s - FNIP

0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50

Suspension concentration (mg mL™")

Figura 3.11- Avaliagdo da concentragdo da suspensdo de Si-FMIP/Si-FNIP na religagdo de CPT.
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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Conforme observado na figura o maior sinal analitico apds o contato com o CPT
foi obtido na concentragdo de 2 mg mL-'. Este fato pode ser explicado pelo aumento
de cavidades seletivas disponiveis para interacdo com o CPT.

Em seguida, avaliou-se o comportamento do sinal analitico do Si-FMIP e Si-
FNIP em fungéo do tempo de contato as medi¢des de fluorescéncia foram capturadas
em diferentes intervalos de tempo variando de 1 a 50 minutos. O experimento foi
realizado em triplicata e os resultados encontrado estdo apresentados na Figura 3.12.
Como pode ser visto, o sinal analitico atinge um patamar apos 15 minutos de contato,
indicando um equilibrio entre o polimero e o analito, sendo assim definido como o

melhor tempo de analise.

3Si-FMIP
0,4 4 ESi-FNIP _I_
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Figura 3.12— Avaliacdo do tempo de contato entre Si-FMIP/Si-FNIP e CPT. Fonte: Elaborado pela
Autora (2023).

O sinal de fluorescéncia foi medido em fungcédo da concentracdo de CPT para
avaliar a relacdo entre eles. Para tanto, 20 uyL de uma suspensao de Si-FMIP com
concentragdo de 500 mg mL-" foram adicionados a 5 mL de solugdes de CPT nas
concentracdes de 0,25, 1, 2, 5, 10, 25, 50 e 100 uM e agitados por 15 minutos. Os
resultados sao mostrados na Figura 3.13. Conforme observado, o sinal analitico
atinge um patamar para concentragcdes superiores a 10 uM, indicando que os locais
de religagcdo para o CPT podem estar saturados. Uma tendéncia semelhante foi

observada para ambos os polimeros, mas em menor grau para os Si-FNIPs, uma vez
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que estes polimeros nao sofreram a formagéo de cavidades seletivas como no caso
do Si-FMIP.
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Figura 3.13- Avaliagéo da performance dos polimeros Si-FMIP/Si-FNIP em diferentes concentragdes
de CPT. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

3.4.5 Parametros Analiticos

Minimizar o efeito de matriz em uma amostra é crucial para obter resultados
analiticos precisos, especialmente em técnicas sensiveis como a fluorescéncia. Por
isso, as curvas analiticas foram preparadas com as solugcdes padrao com amostras.
Isso ajuda a compensar as diferengas nas caracteristicas da matriz, melhorando a
exatidado dos resultados.

Para amostras de aguas residuais, a faixa de trabalho definida foide 1 a 15 uM,
onde foi possivel estabelecer uma relagao linear adequada com um coeficiente de
determinagdo R? superior a 0,99. Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ)
foram determinados como trés e dez vezes o desvio padrao do branco divido pelo
coeficiente angular da curva de calibragao, resultando em valores de 0,7 uyM e 2,2 uM,
respectivamente. Para avaliar a repetibilidade intra-dia do método, utilizou-se o desvio
padrao relativo (DPR) de 10 réplicas de uma solugdo de CPT com concentragéo de 5
MM, submetida ao procedimento proposto. Os resultados revelaram uma
concentracao de 4,7 £ 0,3 uM, indicando uma alta precisdo com um coeficiente de
variagao (RSD) de 6,4%. A precisao do método foi avaliada através da determinagao
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de CPT em amostras de aguas residuais fortificadas em trés niveis de concentracéo
(1,5, 3,5 e 7,5 yM). A recuperacao foi calculada pela relagdo entre a concentragao na
amostra fortificada e a concentragdo encontrada apds a analise. Os resultados obtidos
ficaram dentro da faixa de tolerancia de 20% para os niveis de concentragao
avaliados, indicando uma precisdo adequada do meétodo proposto. Todos esses
parametros analiticos estdo resumidos de forma detalhada na Tabela 3.5,

proporcionando uma visdo abrangente da validagdo do método utilizado.

Tabela 3.5—- Parametros analiticos do método Si-FMIP proposto para determinacao

de CPT nas amostras de aguas residuais.

Parametros analiticos Valores obtidos
Faixa linear (UM) 1-15uM
r 0,994
R? 0,986
Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=10) 6,4%
LOD (uM) 0,7
LOQ (uM) 1,5
Recuperacgéo 1 (1,5 uM) 98,5+2,7%
Recuperagéo 2 (3,5 uM) 99,9 +4,5%
Recuperacgéo 3 (10 yM) 99,3+ 1,4%

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Para amostras de urina sintética foi adotado o mesmo procedimento. A precisao
do método foi obtida através da determinacdo de CPT em amostras de urina sintética
enriquecidas com trés niveis de concentracéo (1, 3,5 e 10 uM). A Tabela 3.6 resume
os parametros analiticos obtidos utilizando amostras de urina sintética. Os resultados
obtidos para esta amostra também ficaram dentro da faixa de tolerancia de 20% para
0s niveis de concentracdo avaliados, indicando uma precisdo adequada do método
proposto (INMETRO, 2010). O método analitico desenvolvido para a avaliagdo da
concentracdo de CPT em aguas residuais e urina sintética demonstrou ser versatil,
com boa precisdo. Os resultados positivos encontrados na aplicacdo das duas
amostras reforcam a confiabilidade do método e sua aplicabilidade em estudos

ambientais e de monitoramento de poluentes.



105

Tabela 3.6— Parametros analiticos do método Si-FMIP proposto para determinacéo

de CPT nas amostras de urina sintética.

Parametros analiticos Valores obtidos
Faixa linear (UM) 0,5-15uM
R 0,998
R? 0,997
Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=10) 7,43%
LOD (uM) 0,47
LOQ (uM) 1,63
Recuperacéao 1 (1,5 uM) 93,71 £ 1,60%
Recuperacéao 2 (3,5 uM) 92,90 + 2,61%
Recuperacéao 3 (7,5 uM) 98,00 + 3,00%

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Por fim, o desempenho analitico do sensor Si-FMIP proposto foi comparado
com outros métodos para determinagdao de CPT. A Tabela 3.7 compara o LOD
alcancado e a faixa linear, bem como o método de detecgado. O limite de deteccao
encontrado pelo Si-FMIP é semelhante ou inferior as metodologias comparadas,
porém a grande vantagem deste trabalho € determinacgéo direta do analito, ou seja,

sem necessidade de técnica de separacao.

Tabela 3.7- Comparagao do desempenho analitico do método Si-FMIP com estudos

publicados anteriormente para quantificacao de CPT.

LOD Faixa de
Amostra trabalho Deteccgao REF.
(M) y
(nM)
Aguas residuais 0,7 1-15
_ o Fluorescéncia Este trabalho.
Urina sintética 0,4 0,5-15
B ) (Sun; Zhang;
Soro humano 9,2 18,4 — 9204 HPLC-ECL Zhang, 2013)
(Luczak;
Urina 30 60-2250  RP-HPLC-Uv  Zakrzewski
Dobrogowski,
2012)
0,4 Fluorescéncia TR
Medicamentos 1-50 (Wu,_ Maolin; Lv;
Colorimetria Lin, 2022)

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).
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3.5 Conclusao

A abordagem que emprega nanoparticulas de silica integradas a polimeros
fluorescentes de impressdo molecular (Si-FMIPs) sintetizados por meio do método
one-pot de sintese sol-gel revelou-se altamente eficaz na detecgao seletiva e sensivel
do captopril (CPT) em amostras liquidas, especialmente em aguas residuais e
amostras de urina sintética. O Si-FMIP demonstrou reconhecimento seletivo para
CPT, evidenciado pelo elevado fator de impressao molecular de 5,1 e pelos resultados
obtidos no estudo de seletividade. O desempenho analitico do Si-FMIP apresentou
uma ampla faixa de trabalho, baixo limite de deteccao, repetibilidade e precisao
satisfatérias. Portanto, o polimero fluorescente fornece um método confiavel para
monitorar e quantificar o captopril. A combinacdo de tecnologia de impressao
molecular, nanoparticulas de silica e detecgao de fluorescéncia mostra-se eficaz para
alcangar seletividade e sensibilidade adequadas.

Os resultados destacaram o potencial dos Si-FMIPs como ferramenta analitica
para a determinagao seletiva de CPT em amostras ambientais e bioldgicas. Esta
investigacao contribui para avangar no monitoramento do impacto ambiental dos
residuos farmacéuticos, promovendo, em ultima analise, a gestao sustentavel destes
micropoluentes emergentes nos nossos ecossistemas. Além disso, a simplicidade do
processo e a facilidade de implementagao em diversas matrizes liquidas destacam a
versatilidade dos MIPs. Essas caracteristicas fazem dos MIPs uma ferramenta
analitica valiosa para enfrentar desafios ambientais, alinhando-se aos Obijetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). No contexto deste estudo, a aplicagéo dos Si-
FMIPs contribui diretamente para o ODS 6 (Agua Potavel e Saneamento) ao permitir
a monitorizacdo e quantificacdo precisa de residuos farmacéuticos em aguas
residuais, promovendo a gestao sustentavel dos recursos hidricos. Além disso, a
seletividade e eficiéncia analitica dos MIPs também se alinham ao ODS 12 (Consumo
e Producgédo Responsaveis), destacando seu papel na promogao de praticas analiticas
mais eficazes e sustentaveis. Em dultima analise, o uso estratégico dos MIPs
representa um avancgo significativo na busca por solu¢des analiticas ambientalmente
conscientes e pode contribuir para a realizagdo dos objetivos globais de

sustentabilidade.
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4 DESENVOLVIMENTO DE POLIMEROS MOLECURLARMENTE IMPRESSO EM
PAPEL UTILIZANDO O METODO POLYMERIZATION-FREE PARA
APLICAGAO COMO FASE SOLIDA SORTIVA

4.1 Introdugao

O naproxeno € um medicamento anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) utilizado
para aliviar a dor, a inflamacao e a febre. Sua acdo ocorre inibindo a producédo de
substancias chamadas prostaglandinas, que desempenham um papel importante no
processo inflamatorio (Batlouni, 2010). Este medicamento é frequentemente prescrito
para tratar artrite, osteoartrite, artrite reumatoide, dor muscular, dores menstruais e
outros tipos de inflamagdo. Algumas das suas formas mais comuns de
comercializagdo incluem comprimidos e capsulas, suspensao oral, creme ou gel
tépico. Em geral, a dosagem tipica para adultos pode variar de 250 mg a 500 mg,
tomados duas vezes ao dia. Sua absorgdo ocorre principalmente no trato
gastrointestinal, apds a administracao oral (Lila et al., 2020). Vale ressaltar que a sua
biodisponibilidade varia entre as diferentes formas farmacéuticas.

Quando uma substancia ndo € absorvida no trato gastrointestinal, ela
geralmente é eliminada pelo sistema excretor. No caso do naproxeno e seus
metabdlitos sdo excretados pela urina em questao de horas apds a sua administragao.
Quando os residuos de medicamentos sao eliminados pelo esgoto doméstico, tém
impactos negativos significativos, incluindo toxicidade para organismos, disrupgao
enddcrina, selecdo de resisténcia antimicrobiana, impacto nos ecossistemas e
contaminagao da cadeia alimentar. Essa polui¢gao pode afetar a saude dos organismos
aquaticos e até mesmo dos seres humanos que consomem alimentos contaminados.
Medidas de descarte seguro e tratamento de agua s&o essenciais para mitigar esses
problemas (Wojcieszynska; Guzik, 2020); (Ozcan et al., 2022).

Como mencionado na sec¢dao 3.1, os produtos farmacéuticos tém sido
considerados potenciais poluentes emergentes (PEPs). Com isso, é importante o
desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis para quantificacdo de
medicamentos em matrizes ambientais. As vantagens dos MIPs para aplicagdo em
problemas analiticos/ambientais ja foram mencionadas nos capitulos anteriores. Os
MIPs podem ser utilizados de diversas maneiras, a depender do tipo de aplicacdo

pretendida. Uma alternativa bastante interessante é o depdsito dos polimeros em
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substratos sdlidos, para utilizagdo em procedimentos de extragao/pré-concentragéao
ou em sensores (Li, W. et al., 2021); (Lamaoui; Karrat; Amine, 2022).

O emprego do papel como sorvente para extragao foi apresentado por Hurtubise
e colaboradores (2002). Nos trabalhos publicados, os autores detalharam a utilizag&o
de papel hidrofébico comercial para extrair hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de
amostras de agua (Chen, Jie; Hurtubise, 1998). Desde entdo, o papel tem sido
empregado na elaboragcdo de dispositivos analiticos, embora sua utilizagdo em
microextracao ainda tenha sido pouco explorado. Apesar de o papel comum ter sido
aplicado como sorvente, a modificagcdo de sua superficie amplia a diversidade de
analitos passiveis de extracdo (Gonzalez-Bermudez et al.,, 2023). Assim, a

modificagao do papel com MIPs é uma opc¢ao a ser explorada.

4.1.1 MIPs em papel (p-MIP)

Nos ultimos anos, o papel (e.g papel de filtro) tem sido empregado de muitas
maneiras em procedimentos analiticos distintos, desde dispositivos microfluidicos até
substratos para amostragens gasosas (Petruci; Cardoso, 2016); (Dias; Batista;
Petruci, 2021). A superficie do papel pode ser modificada quimicamente para
melhorar a seletividade e a eficiéncia da extragdo. A combinag¢ao de MIPs e papel tem
sido pouco explorada, porém oferece uma série de vantagens tais como custo
reduzido quando comparado a outros substratos, portabilidade, integracdo em
sistemas microfluidicos e aplicabilidades em diversos cenarios. Ao incorpora-los em
papel, é possivel utiliza-lo como sensores quimicos, que interagem com os analitos e
fornecem uma resposta que pode ser medida no proprio substrato (Apyari et al., 2022).
Outra possibilidade ¢é a utilizacdo da combinacao p-MIP como material para extragcao
e pré-concentragcao de analitos. Nesse caso, 0 analito é posteriormente eluido e
determinado utilizando uma técnica analitica adequada(Diaz-Lifan et al., 2021a).

O papel € um material que pode ser adquirido em varias formas e tamanhos, é
de facil manuseio e processamento, possui custo reduzido em comparagdo com
outros materiais de laboratério, tornando-o uma opcdo econbmica. Isso é
especialmente vantajoso para aplicagbes em larga escala ou em locais com recursos
limitados. O emprego do papel acoplado a técnicas de detecgdo miniaturizadas
permite o desenvolvimento de dispositivos portateis, que sao valiosos em aplicagdes
de campo e em situacbes em que a mobilidade é essencial. O papel pode ser
facilmente integrado para uso como sensores e dispositivos de extragcdo. Os MIPs
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ancorados em papel podem ser usados para extrair e pré-concentrar poluentes em
amostras de agua, ar ou solo, contribuindo para monitoramento ambiental e controle
de qualidade (Diaz-Linan et al., 2021b; Lamaoui; Karrat; Amine, 2022; Li et al., 2021).

O processo de preparo dos polimeros em papel envolve algumas etapas,
incluindo a escolha da MM, o tipo de polimerizacdo a ser utilizada e o modo de
incorporagao do MIP no papel. Geralmente, a primeira etapa é a selegao da MM, em
funcdo da aplicacdo desejada, para criagado dos sitios de ligagdo no polimero. Em
seguida, o papel é tratado para permitir interagdo com o polimero, como por exemplo
modificagdo quimica da superficie do papel (Huang, K. et al., 2017). Por fim, os
mondmeros (monémeros funcionais e de reticulagao) sdo adicionados ao papel para
inicio da polimerizagao por calor, luz ou agentes quimicos. Durante esse processo, 0s
mondmeros reagem entre si para formar a rede polimérica. Apés a sintese, a MM é
removida, deixando sitios de ligacao tridimensionais no MIP (Amatatongchai et al.,
2023); (Huang, T. et al., 2022). E importante destacar que as etapas de preparo
podem variar dependendo da abordagem escolhida. As mais utilizadas sdo: sintese
RAFT (do inglés Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer) (Kusguoglu et al.,
2019) e o método de polymerization-free (Diaz-LiAan et al., 2019), sendo esta a

abordagem escolhida para execug¢ao neste trabalho.

4.1.2 Método polymerization-free

O termo polymerization-free refere-se a uma abordagem de preparacao de
MIPs que ndo envolve o processo tradicional de polimerizagdo. Nos métodos
convencionais, a polimerizacao € uma etapa crucial para a formacao do MIP, onde
MFs se polimerizam em torno de uma MM criando sitios de ligagao para posterior
reconhecimento molecular. Neste tipo de abordagem, a preparagao dos MIPs ocorre
de uma maneira que nao envolve diretamente a polimerizacdo. Em vez disso, métodos
alternativos sdo empregados para obter os sitios de interagado desejados no polimero.
Alguns desses métodos podem incluir a utilizagdo de polimeros ja existentes que tém
propriedades desejadas e podem se auto-organizar em torno de uma MM (Dmitrienko
et al., 2013). O intuito é obter as cavidades seletivas caracteristicas dos MIPs, sem a
necessidade de um processo de polimerizagao extenso. Isso simplifica o processo de
preparacao, reduz os custos referentes a reagentes, além de facilitar a aplicagdo em
diferentes substratos (Martin-Esteban, 2016), uma possibilidade por exemplo é o
papel (Dayal et al., 2019).
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Esta abordagem apresenta diversas vantagens, como simplicidade do
processo de preparagao do MIP, ja que a etapa de polimerizagdo € eliminada,
tornando-a mais direta (menos etapas) e acessivel. Isso resulta em procedimentos
experimentais menos complexos e mais rapidos quando comparados a outros
meétodos de preparacdo de MIPs que empregam sinteses com duragdo de 16h
(Madikizela; Chimuka, 2016), por exemplo. Em alguns casos, pode preservar melhor
as propriedades funcionais dos monémeros e grupos ativos, resultando em MIPs com
caracteristicas de ligagdo melhores, além disso, gera menos residuos quimicos. Isso
€ benéfico do ponto de vista ambiental e pratico. Na Tabela 4.1 sdo apresentados

alguns trabalhos que combinam MIPs e o método polymerization-free.

Tabela 4.1- Emprego do método poymerization-free no preparo de MIPs

MM Resina Solvente REF.
Quinina N&ilon-6 Acido Férmico/ (Diaz-Lifian et
Dimetilformamida al., 2019)
Metanfetamina Nailon-6 Acido Férmico/ (Diaz-Lifan et
/Cocaina Dimetilformamida al., 2020)
fluoreto de (Lin et al
Metil Paration polivinilideno- Dimetilformamida 2018) v
PVDF
Bi . . , (Dmitrienko et
iomoléculas Nailon-6 2,2,2-Trifluoroetano
al., 2013)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2 Objetivos
O presente trabalho tem como objetivo geral empregar o método polymerization-
free para desenvolvimento de p-MIP para extracdo de naproxeno em amostras de

aguas residuais.

4.2.1 Objetivos especificos

I. Explorar a preparagcao de p-MIP;

il. Sintetizar e caracterizar o p-MIP;

iii.  Avaliar diferentes resinas no preparo de p-MIP;

iv.  Aplicar dispositivos p-MIP para extracao de NPX;
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4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Reagentes e solugoes

Todos os produtos quimicos, padrées e solventes utilizados foram de grau
analitico, e todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm™' a
25 °C) do sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore Corp., Madrid, Espanha).

Para a preparagdo dos polimeros foram utilizados: naproxeno (99%, NPX)
como molécula molde; nailon-6 (99%), alcool polivinilico (99%, PVA) e fluoreto de
polivinilideno (99%, PVDF), acido formico (99%), todos adquiridos da Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemanha). Metanol e acetonitrila com pureza UHPLC foram adquiridos
da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha). Dimetilformamida (99,5%, DMF) e
dimetilsulfoxido (99,5%, DMSO) foram adquiridos da PanReac AppliChem (Barcelona,
Espanha).

Os papéis de filtro empregados como substrato para os MIPs foram da marca
Filter-Lab (42x52 cm, densidade: 73 g m).

4.3.2 Instrumentagao

Os dispositivos preparados foram lavados com metanol em um agitador orbital
da marca Heidolph, modelo Vibramax 110. Quando necessario, o ajuste de pH das
amostras e das solugdes de trabalho foi realizado com o pHmetro digital da marca
HANNA e solugbes de NaOH e HCI, ambas 1,0 mol L.

As analises cromatograficas para quantificagdo de NPX foram realizadas
utilizando um equipamento Agilent (Palo Alto, CA) acoplado a um detector UV (série
HP1100) (HPLC-UV) com medidas de absorbancia em comprimento de onda 260nm,
um amostrador automatico e uma bomba binaria. O sistema é equipado com uma
coluna LiChrosorb C18 (4,6x250 mm) e utilizou-se o software HP Chem-Station para
o processamento dos cromatogramas. A fase movel consistia em (A) solugdo aquosa
de acido acético 3% e (B) acetonitrila, misturadas na proporgéao 48:52. O volume de
injecéo foi de 20 L. As analises foram conduzidas em condigdes de separagao
isocratica, vazao foi mantida constante em 1,2 mL min-' e com um tempo de analise
de 15 minutos por amostra.

Todos os equipamentos utilizados pertencem ao grupo de pesquisa Affordable

and Sustainable Sample Preparation (AS2P), da Universidade de Cérdoba.
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4.3.3 Sintese e preparacao dos polimeros (p-MIP/p-NIP)

Os MIPs foram preparados utilizando o método polymerization-free, uma
adaptacao do procedimento realizado por Diaz-Lifian et al. (2019). Foram investigados
MIPs preparados a partir do PVDF, PVA, nailon 6 combinados aos solventes DMF e

DMSO. As estruturas quimicas dos reagentes estdo apresentadas na Figura 4.1.
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Figura 4.1- Estruturas dos reagentes envolvidos no preparo dos MIPs. Fonte: Elaborado pela Autora
(2024).

Os MIPs foram preparados por meio de um procedimento simples, conforme
resumido na Figura 4.2. Inicialmente, os pellets das resinas foram dissolvidos em um
solvente adequado (acido féormico, DMF ou DMSO) sob agitagdo vigorosa. Em
seguida, o NPX (MM) em DMF (solvente porogénico) foi adicionado a solugdo e
agitado por 15 minutos para mistura de todos os componentes. Posteriormente, 15 uL
da mistura foram adicionados ao papel de filtro em formato circular (1,26 cm de
didmetro), previamente cortado. Essa etapa foi repetida trés vezes, permitindo que os
dispositivos secassem entre as adigbes. Os p-MIP obtidos foram mergulhados em 5
mL de metanol e mantidos sob agitagcao por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi
trocado e a agitagao continuou por mais 30 minutos. Por fim, o p-MIP foi mergulhado
em 5 mL de agua deionizada e mantido sob agitagdo por 15 minutos. Os
sobrenadantes dessas etapas foram injetados no HPLC para verificar a remogao do
NPX. Apds essa etapa, os p-MIP foram secos na capela do laboratério e armazenados
em um frasco fechado. A preparacao do p-NIP foi realizada seguindo o mesmo

procedimento descrito, exceto pela adicdo da MM.
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Figura 4.2- Fluxograma do preparo dos polimeros p-MIP/ p-NIP. Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.3.4 Avaliacao do desempenho dos p-MIPs obtidos

Para avaliar a performance dos dispositivos preparados, verificou-se a
eficiéncia de religacdo do NPX com os polimeros. Apos a preparacao dos p-MIPs/p-
NIPs, eles foram agitados com 5 mL de uma solugdo com concentragéo de 1 mg L
de NPX por 15 minutos. Em seguida, foram lavados com agua deionizada para
remover os excessos de solvente. Os mesmos dispositivos foram entdo submetidos a
etapa de elui¢do. Para isso, mergulhou-se em 0,5 mL de metanol, seguido por 0,5 mL
de uma mistura de metanol:aménia (99:1 v/v) e foram agitados por 10 minutos. A
quantificacdo de NPX residual foi determinada usando o método cromatografico por
HPLC, conforme descrito anteriormente.

Verificada a concentragdao de NPX remanescente da extracdo, foi possivel
determinar a porcentagem de adsor¢dao de cada um dos polimeros, utilizando a
Equacgao 4.1 (Madikizela; Chimuka, 2016):

[Co]l-[Ce]

% Adsorgdo = o]

%100 (4.1)

Onde: C, = concentracgao inicial de NPX (mg L); Ce = concentragédo de NPX no
equilibrio (mg L");
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4.4 Resultados e discussoes

4.41 Preparagao dos p-MIP/p-NIP

A preparagao dos polimeros ocorreu via polymerization-free, ou seja, nao foi
necessario realizar uma sintese. Neste método, utilizou-se apenas a solubilizagdo de
resinas comerciais, seguida da mistura com o NPX, estabelecendo assim interagdes
que podem resultar na formagao de cavidades seletivas. Como ponto de partida para
a preparagao desses dispositivos, diversas composigdes dos reagentes foram
avaliadas. Vale ressaltar que a escolha das resinas deste trabalho, considerou o
carater hidrofobico delas, pois os dispositivos em papel serdo empregados para
extracdo de NPX em meio aquoso. Os valores empregados para cada um dos
componentes s&o apresentados na Tabela 4.2.

Na primeira tentativa, as resinas utilizadas foram o PVDF com o PVA. O objetivo
dessa combinagao era proporcionar mais pontos de interacdo para o NPX. Para
preparar as misturas, 46,6 mg de PVDF foram solubilizados em 1 mL de DMF,
obtendo-se assim uma solugéo estoque de 46 g L-'. Em seguida, foi preparada uma
solugdo estoque de PVA solubilizando 10 mg em 10 mL de DMF, obtendo-se a
concentragdo final de 1000 mg L-'. A mistura com o NPX ocorreu a partir dessas
solucdes estoques. Apds a completa mistura dos reagentes por 15 minutos, aliquotas
de 15 pL foram transferidas para o papel (diametro de 1,26 cm), comportando trés
adicdes consecutivas. Os p-MIPs e p-NIPs preparados com essas composicoes foram
lavados com metanol e agua para remog¢ao da MM. Apés a injegcao dos sobrenadantes
no HPLC, foi possivel verificar que o NPX foi completamente removido dos

dispositivos. Em seguida, foram secos em capela e prontos para serem aplicados.

Tabela 4.2- Quantidade de reagentes utilizados na primeira preparacéo de p-MIP e

p-NIP. Solvente utilizado DMF (continua).

Polimero NPX PVDF PVA
(mg mL") (mg mL") (mg mL")
p-MIPA 10 8 0
p-NIPA 0 8 0
p-MIPs 10 8 0,5
p-NIPs 0 8 0,5
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Tabela 4.2—- Quantidade de reagentes utilizados na primeira preparacao de p-MIP e

p-NIP. Solvente utilizado DMF (conclusao).

Polimero NPX PVDF PVA
(mg mL") (mg mL") (mg mL")
p-MIPc 20 8 0
p-NIPc 0 8 0
p-MIPo 40 8 0,5
p-NIPb 0 8 0,5

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

Os p-MIPs e p-NIPs preparados com as composi¢cdes de A-D ndo adsorveram

o analito quando avaliados em concentragédo de 1 e 5 mg L', com tempos de contato

de 15 e 30 minutos, e solugdes preparadas em pH 2 e 6. Mesmo variando as

condi¢cbes experimentais, ndo se verificou a adsor¢ao de NPX por nenhum dos p-

MIPs. Novas composi¢des foram avaliadas, utilizando DMF e DMSO como solventes

os valores utilizados estao apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3—- Quantidade de reagentes utilizados na segunda preparagao.

Polimero (mgl:1XL'1) (ml:;vn[:t'1) (mgP\r,nAL'1) Solvente
p-MIPe 2 1 1 DMF
p-NIPe 0 1 1 DMF
p-MIPE 4 1 1 DMF
p-NIPe 0 1 1 DMF
p-MIPg 8 1 1 DMF
p-NIPc 0 1 1 DMF
p-MIPH 2 1 1 DMSO
p-NIPH 0 1 1 DMSO
p-MIP; 4 1 1 DMSO
p-NIP; 0 1 1 DMSO
p-MIPy 8 1 1 DMSO
p-NIPy 0 1 1 DMSO

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
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As concentragdes dos reagentes foram aumentadas para que uma quantidade
maior da mistura fosse adicionada ao papel, buscando melhorar a incorporagao dos
polimeros no papel. Os p-MIPs e p-NIPs sintetizados com novas condi¢cées foram
submetidos ao procedimento de extragcdo com NPX nas mesmas condigdes descritas
anteriormente. Nao foi verificada adsor¢cdao dos analitos, de maneira similar as
condigbes anteriores. Foi determinado o percentual em massa de cada reagente em
cada uma das composicdes avaliadas e os resultados estdo apresentados na Tabela
4.4. Como observado na tabela, os percentuais em massa testadas foram menores
que 1% para os reagentes, o que pode ser uma justificativa para os resultados
encontrados. Além disso, os monémeros destas duas resinas sao estruturas
pequenas, conferindo um peso molecular baixo para o polimero e poucos pontos de

interacédo com o NPX.

Tabela 4.4— Composi¢cdes das misturas preparadas de p-MIP e p-NIP expressa em

porcentagem (continua).

Polimero Solvente NPX PVDF PVA
% mlv % mlv % mlv
p-MIPA DMF 0,2 0,8 0
p-NIPa DMF 0 0,8 0
p-MIPs DMF 0,2 0,8 0,05
p-NIPs DMF 0 0,8 0,05
p-MIPc DMF 0,4 0,8 0,05
p-NIPc DMF 0 0,8 0,05
p-MIPp DMF 0,8 0,8 0,05
p-NIPp DMF 0 0,8 0,05
p-MIPE DMF 0,2 0,1 0,1
p-NIPe DMF 0 0,1 0,1
p-MIPs DMF 0,4 0,1 0,1
p-NIPF DMF 0 0,1 0,1
p-MIPG DMF 0,8 0,1 0,1

p-NIP DMF 0 0,1 0,1
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Tabela 4.4—- Composi¢cdes das misturas preparadas de p-MIP e p-NIP expressa em

porcentagem (conclusao).

Polimero Solvente NPX PVDF PVA
% mlv % mlv % mlv
p-MIPH DMSO 0,2 0,1 0,1
p-NIPH DMSO 0 0,1 0,1
p-MIP, DMSO 0,4 0,1 0,1
p-NIP, DMSO 0 0,1 0,1
p-MIP, DMSO 0,8 0,1 0,1
p-NIP, DMSO 0 0,1 0,1

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

Uma alternativa para o preparo dos p-MIPs e p-NIPs foi a utilizacdo do nailon-
6 como resina, pois seu uso ja fora previamente demonstrado com outros analitos
(Diaz-Lifian et al., 2020). Neste caso, um planejamento do tipo Box-Behnken foi
aplicado, considerando a composigao percentual dos reagentes. As composi¢coes
utilizadas e o percentual de extracao estao apresentados na Tabela 4.5. Como pode
ser observado na tabela, os preparos com maior presencga percentual de nailon (3, 5,
6 e 11) apresentaram maior eficiéncia de extracdo de NPX pelos p-MIP quando
comparado com outras composi¢des. Entretanto, os valores de percentual de extragcao
ainda sao considerados baixos (~2,5%). Destaca-se que as porcentagens obtidas
para os p-NIPs foram menores em todas as condi¢cdes. Portanto, o potencial da
utilizacao do nailon-6 na sintese dos MIPs em papel pode ser explorado com potencial

uso na extracdo de NPX em solugdes aquosas.

Tabela 4.5- Planejamento Box- Behnken para as composi¢des de p-MIP e p-NIP

expressa em porcentagem. Onde %ext = porcentagem de extracéo (continua).

Polimeros NPX Nailon-6 DMF p-MIP p-NIP

% m/v % m/v % m/v  %ext %ext
1 0,1 1 4 0,08 0,30
2 0,55 1 0 0,23 0,00
3 0,55 10 8 2,28 0,83
4 1 1 4 0,00 0,30
5 0,55 5,5 4 2,43 0,76
6 0,1 10 4 2,73 0,00
7 0,55 1 8 0,30 0,38
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Tabela 4.5—- Planejamento Box- Behnken para as composi¢cdes de p-MIP e p-NIP

expressa em porcentagem. Onde %ext = porcentagem de extragdo (concluséo).

Polimeros NPX Nailon-6 DMF p-MIP p-NIP

% m/v % m/v % m/iv %ext %ext
8 0,1 5,5 0 0,61 0,38
9 0,1 5,5 8 0,99 0,00
10 1 10 4 0,53 0,00
11 0,55 5,5 4 2,73 1,37
12 1 5,5 0 0,00 0,38
13 0,55 5,5 4 1,67 0,76
14 0,55 10 0 0,30 0,83
15 1 5,5 8 1,74 0,00

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.5 Perspectivas

A utilizacdo do método polymerization-free para preparo dos p-MIPs oferece uma
perspectiva promissora para aplicagdo como método de extragdo. A simplicidade e
sustentabilidade inerentes a esse método abrem caminho para aplicagdes praticas em
diversas areas, especialmente no monitoramento ambiental. A rapidez do método
contribui para a facilidade do preparo, enquanto a potencial integracdo com outras
tecnologias amplia as possibilidades de aplicagdes praticas.

Algumas composic¢des foram testadas para o preparo dos p-MIPs, porém sem
sucesso na extracao eficiente de naproxeno. Por isso, € necessario maior
investigacdo das condi¢gdes do preparo do material. O teste inicial com nailon-6
indicou que interagdes com o analito ocorreram, porém € necessario a avaliacéo de
outras combinagdes dos reagentes, da composicdo do papel e das condi¢gdes de
extragcdo. Nao foi possivel a continuidade dos experimentos, pois este trabalho foi

desenvolvido durante o estagio na Universidade de Cérdoba.



119

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em sintese, os resultados obtidos nos trabalhos com os polimeros
molecularmente impressos comprovam seu potencial para diversas aplicacoes
analiticas. O uso do MIP-ACR combinado com o dispositivo DPX para extracao e pré-
concentragcdo de escopolamina em amostras de urina sintética ndo apenas melhorou
a detectabilidade da determinacdo de SCP por Eletroforese Capilar, mas também
contribuiu para um método mais sustentavel, reduzindo o consumo de reagentes e
minimizando a gerag&o de residuos.

A integracdo de nanoparticulas de silica com polimeros fluorescentes de
impressao molecular na sintese dos Si-FMIPs apresentou-se como uma abordagem
seletiva e sensivel para a detecgdo de captopril em amostras liquidas. Os Si-FMIPs
demonstraram reconhecimento seletivo do captopril, com performance analitica
satisfatoria, incluindo ampla faixa de trabalho, baixo limite de detecgéo e repetibilidade
adequada.

Os p-MIPs elaborados pelo método polymerization-free ndo apresentaram boa
extracdo do naproxeno. No entanto, as investigagbes realizadas sugerem que essa
metodologia simplificada, ainda pouco explorada, tem potencial para a formagao de
cavidades seletivas com concentragbes maiores dos reagentes. Assim, sao
necessarios mais estudos deste procedimento de preparagao, pois a combinacgéo de
MIPs em papel propiciara métodos analiticos mais acessiveis e eficientes para a
deteccao e monitoramento de diversos analitos.

As vantagens inerentes aos MIPs, como alta seletividade e a possibilidade de
adequacao para reconhecimento molecular, tornam esses materiais uma interessante
alternativa para aplicagbes analiticas sustentaveis. Alinhando-se aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), o uso estratégico dos MIPs contribui
diretamente para metas como possibilitar a monitorizagao eficiente de residuos

farmacéuticos em aguas residuais e promover praticas analiticas mais sustentaveis.
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