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Resumo 

Os Polímeros Molecularmente Impressos (do inglês Molecularly Imprinted Polymers -MIPs), 

são materiais poliméricos sintéticos elaborados para o reconhecimento molecular seletivo. A 

síntese dos MIPs envolve a presença do analito durante o processo de polimerização, criando 

sítios de ligação complementares à estrutura molecular do analito. Assim, os MIPs são 

capazes de reconhecer e se ligar aos compostos de interesse, reduzindo interferências de 

outros compostos na análise e melhorando a exatidão e confiabilidade dos resultados. Com 

isso, os MIPs têm se destacado como uma ferramenta importante na Química Analítica, por 

contribuir em etapas importantes na análise química como o preparo de amostra, além da 

possibilidade de aplicação como receptor de sensores químicos. Neste trabalho, foram 

sintetizados MIPs para aplicação em três cenários: (i) extração em fase sólida utilizando 

ponteira de pipeta descartável (MISPE com DPX) para pré-concentração de escopolamina em 

urina sintética e determinação por Eletroforese Capilar; (ii) fabricação de sensor fluorescente 

para determinação de captopril em amostras de água e urina e (iii) preparação de MIPs em 

papel (p-MIPs) para extração de naproxeno utilizando o método polymerization-free. O 

método integrado MISPE com DPX-CE obteve fator de pré-concentração de 20, com uma 

faixa de trabalho de 0,5 a 6 µM, limite de detecção (LOD) de 0,04 µM, repetibilidade de 6,4%, 

e recuperações satisfatórias para 2µM e 6 µM, de 84% e 101%, respectivamente. A 

determinação de captopril foi baseada na diminuição da intensidade de fluorescência causada 

pela interação entre o analito e o polímero molecularmente impresso fluorescente (Si-FMIP). 

A síntese do material utilizou nanopartículas de sílica em conjunto com monômero 

fluorescentes. O método apresentou uma faixa de trabalho de 1 a 15 µM para análise de 

águas residuais, com LOD de 0,7 µM, repetibilidade de 5,4%, e recuperações adequadas para 

1,5 µM, 3,5 µM e 10 µM, de 98,5%, 99,9% e 99,2%, respectivamente. Para amostras de urina 

sintética, o método apresentou uma faixa de 0,5 a15 µM, LOD de 0,4 µM, repetibilidade de 

7,4%, e recuperações de 93,7%, 92,9%, 98,0%, para 1,5 µM, 3,5 µM e 7,5 µM, 

respectivamente. Para o preparo de p-MIPs, foram avaliados o uso de PVDF, PVA e náilon-

6, embora ainda haja desafios a serem superados, como a otimização das proporções dos 

reagentes, os resultados encontrados neste estudo indicam um caminho promissor para o 

aprimoramento contínuo dessa abordagem de preparo. Contudo, os MIPs  apresentados 

ilustraram a versatilidade de aplicação desses materiais, desde a extração em fase sólida até 

a fabricação de sensores, evidenciando sua relevância na preparação de amostras e na 

detecção de compostos farmacêuticos em ambientes biológicos e ambientais. 

 

Palavras-chave: Preparo de amostras, microextração em fase sólida, pré-concentração, 

Polímeros 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 µM, a limit of detection (LOD) of 0.04 µM, a repeatability of 6.4%, and satisfactory 

recoveries for 2 µM and 6 µM 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 µM, repeatability of 5.4%, and adequate recoveries of 98.5%, 

99.9%, and 99.2% at 1.5 µM, 3.5 µM, and 10 µM, respectively, for wastewater analysis over a 

working range of 1 to 15 µM. For synthetic urine samples, the method showed a range of 0.5 

to 15 µM, an LOD of 0.4 µM, repeatability of 7.4%, and recoveries of 93.7%, 92.9%, 98.0%, 

for 1.5 µM, 3.5 µM, and 7.5 µM, 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 INTRODUÇÃO  

Os polímeros molecularmente impressos (do inglês Molecularly Imprinted 

Polymers -MIPs) têm ganhado atenção da comunidade científica nos últimos anos, 

como pode ser visto pelo aumento de publicações apresentados na Figura 1.1-A. Isso 

se deve, a busca por materiais com alta estabilidade e seletividade. Assim, estudos 

promissores para a obtenção de MIPs têm sido desenvolvidos em diversas áreas de 

pesquisa, como mostra a Figura 1.1-B. Os MIPs apresentam resultados satisfatórios 

no reconhecimento de moléculas em uma ampla faixa de massa molecular, desde 

moléculas voláteis (Tominaga et al., 2012) a peptídeos e proteínas (Boysen, 2019), 

até mesmo vírus e células (Sarafraz-Yazdi; Razavi, 2015). Por conta da alta 

seletividade, os MIPs tornam-se excelentes ferramentas analíticas para extração e 

pré-concentração dos mais variados analitos, podendo ser aplicados em diferentes 

protocolos de preparo de amostras e como sensores químicos.  
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(B)

 

Figura 1.1– (A) Número de publicações científicas sobre MIPs nos últimos anos. (B) Distribuição das 
publicações 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 à 

aplicação final desejada. A estratégia mais comum é a síntese em bulk, onde a reação 

é realizada em sistema homogêneo. A síntese ocorre na ausência de oxigênio, sob 

aquecimento ou sob exposição à radiação UV, de modo a  propiciar o início da reação 

radicalar. O sólido polimérico resultante é moído, peneirado e submetido à limpeza 

com solvente para extração da molécula molde (Cormack; Elorza, 2004); (Tarley; 

Sotomayor; Kubota, 2005). Outros métodos de preparação de MIP são relatados com 

intuito de produzir partículas com tamanhos uniformes. Sínteses realizadas em 

sistemas heterogêneos, incluem polimerização por suspensão (Dourado et al., 2021), 

por precipitação (Jiang, X.; Liu, Z., 2012) e por expansão em múltiplas etapas (He, H. 

et al., 2010). Além desses, outros métodos de preparo contemplam reações de 

polimerização dentro de poros de sólidos (sílica e resinas) (Fernandes, R. S. et al., 

2017) e reações de polimerização sobre superfície modificada de suporte sólido (Xu 

et al., 2020).     
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1.1 Polímeros Molecularmente Impressos (MIP)  

A tecnologia de impressão molecular começou a ser explorada em 1972, quando 

Wulff e Sarham conduziram estudos sobre a síntese de um polímero orgânico 

covalente, incluindo grupos seletivos para o ácido glicérico, em que as interações 

entre tal molécula e os monômeros eram de natureza covalente (Wulff; Sarhan, 1972 

apud  Figueiredo; Dias; Arruda, 2008). As análises realizadas por esses 

pesquisadores não apenas deram origem ao conceito de impressão molecular, mas 

também contribuíram para o desenvolvimento de ideias fundamentais, como a 

polimerização por radicais livres (Martín-Esteban, 2001); (Tarley; Sotomayor; Kubota, 

2005).            

 Os MIPs são materiais sintéticos com a capacidade de se ligar de maneira 

específica a uma molécula-alvo. Esses materiais são produzidos por meio da 

polimerização de monômeros funcionais (MF) e reticulantes (agentes de ligação 

cruzada) ao redor de uma molécula molde (MM), resultando em um polímero 

tridimensional altamente reticulado. A escolha dos monômeros leva em consideração 

sua habilidade de interação com os grupos funcionais da molécula molde. A síntese 

de um MIP se inicia pela mistura dos MFs com a MM, assim, os monômeros irão 

interagir com os sítios da molécula molde por meio de interações covalentes ou não 

covalentes (Sarafraz-Yazdi; Razavi, 2015). Em seguida, é adicionado ao meio 

reacional um agente que promove ligações cruzadas no polímero a fim de formar uma 

matriz polimérica rígida. A reação de polimerização é iniciada após a adição de um 

iniciador radicalar (Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005). Com a polimerização finalizada, 

a MM é removida, por meio do uso de solvente adequado, ou, quando necessário, por 

meio de clivagem química se a molécula estabelecer ligação covalente com o 

monômero. Com isso, as cavidades complementares à MM em tamanho e forma são 

disponibilizadas, com a capacidade de reconhecer seletivamente a molécula alvo. As 

etapas descritas são ilustradas na Figura 1.2 (Tamayo; Turiel; Martín-Esteban, 2007). 

Os polímeros impressos resultantes são materiais estáveis, dependendo da 

abordagem de preparo são resistentes a uma ampla faixa de pH, solventes e 

temperatura. Além disso, os MIPs podem simular receptores naturais, como 

anticorpos, porém sem as limitações de estabilidade associadas, sendo considerados 

materiais biomiméticos. (Ashutosh; Lokman, 2017). 
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Figura 1.2– Esquema representativo das etapas na síntese do MIP: (A) pré-polimerização, (B) 
polimerização, (C) remoção da molécula molde, (D) religação da molécula molde. Fonte: (Silva et al., 
2022b). 

 

Três métodos distintos foram descritos para a síntese de MIPs: abordagens 

covalentes, não-covalentes e semicovalentes. Wulff e Sarhan (1972 apud Ashutosh 

Tiwari; Lokman Uzun, 2017) apresentaram a abordagem covalente, que implica a 

formação de ligações covalentes reversíveis entre a MM e os MFs antes da 

polimerização. Logo depois, a MM é removida do polímero por meio da quebra das 

ligações covalentes correspondentes, as quais são reestabelecidas com a religação 

do analito. A estabilidade na interação entre MM e MF resulta em uma população de 

sítios de ligação bastante homogênea, minimizando a presença de sítios não-

específicos. Porém, a complexidade em projetar um complexo MM-MF apropriado, no 

qual a formação e a quebra da ligação covalente sejam prontamente reversíveis sob 

condições brandas, limita consideravelmente essa abordagem (Turiel; Martín-

Esteban, 2010); (Spivak, 2005).        

 A abordagem não-covalente foi introduzida por Mosbach e Arshady (1981 apud 

Turiel; Martín-Esteban, 2019) e, atualmente, é bastante empregada na preparação de 

MIPs. Essa abordagem fundamenta-se na formação de interações não-covalentes, 

como ligações de hidrogênio e interações iônicas, entre a MM e os MFs selecionados 

antes da etapa de polimerização (Santos et al., 2012). O procedimento experimental 

é relativamente simples, e uma ampla variedade de monômeros capazes de interagir 
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com praticamente qualquer tipo de molécula modelo está disponível comercialmente 

(Cormack; Elorza, 2004). No entanto, essa abordagem não está isenta de algumas 

limitações, uma vez que as interações MM-MF são estabelecidas por um processo de 

equilíbrio durante a etapa pré-polimerização. Portanto, para favorecer a formação do 

complexo MM-MF, é necessário empregar uma quantidade considerável de MF 

(Sellergren, 1997).  Isso resulta na incorporação aleatória de excesso de MFs livres 

na matriz polimérica, resultando também na formação de sítios de ligação não-

seletivos e assim oferecem uma menor seletividade quando comparados àqueles que 

foram obtidos pela síntese covalente (Martín-Esteban, A., 2013); (Kryscio; Peppas, 

2012). 

Uma opção intermediária, unindo as vantagens que estas duas abordagens 

oferecem, é a preparação semicovalente. Neste caso, o processo de polimerização 

ocorre por ligação covalente da MM ao MF, sendo posteriormente removido por meio 

de hidrólise. Já a religação da MM é baseada apenas em interações não-covalentes, 

facilitando assim o processo de eluição. As vantagens das interações semicovalentes 

incluem a associação dos grupos funcionais dos monômeros à MM, facilitando a sua 

religação às cavidades seletivas. No entanto, a abordagem semicovalente é limitada 

em suas aplicações devido ao número restrito de monômeros adequados (Ashutosh 

Tiwari; Lokman Uzun, 2017); (Malik et al., 2019). Na Tabela 1.1. alguns dos principais 

métodos aplicados para impressão molecular de polímeros foram listados.  

 

Tabela 1.1– Comparação dos principais procedimentos de preparo de MIPs 

(continua). 

Procedimento 
de preparo 

Vantagens Desvantagens REF. 

Polimerização 
“bulk” 

Rapidez e simplicidade 
no preparo 

(instrumentação); 
pureza nos MIPs 

produzidos; 

Necessário moagem e 
peneiramento; 

partículas irregulares; 
sítios de baixa 

afinidade; 

(Sirumapea 
et al., 2021) 

Polimerização 
em suspensão 

Processo simples com 
uma etapa de 
polimerização; 

partículas esféricas; 

Partículas grandes; 
baixo reconhecimento 

da MM; 

(Dourado et 
al., 2021) 

Polimerização 
em emulsão 

Partículas poliméricas 
monodispersas de alto 

rendimento; 
polímeros solúveis em 

água; 

Resquícios de 
surfactantes pós 

reação; baixa 
capacidade de 

impressão; 

(Liu, Y. et al., 
2016) 
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Tabela 1.1– Comparação dos principais procedimentos de preparo de MIPs 

(conclusão). 

Procedimento 
de preparo 

Vantagens Desvantagens REF. 

Polimerização 
por nucleação 

Partículas esféricas 
regulares e 

monodispersas; 
resistência mecânica; 

 

Processo lento; 

 

(Lai et al., 
2007) 

Polimerização 
por precipitação 

Uma única etapa 
preparatória; partículas 
esféricas e uniformes; 

Quantidade alta de 
MM; alto fator de 

diluição; 

(Ma et al., 
2018) 

Sol-gel 

Facilidade de fabricação 
em temperatura 

ambiente; solventes 
ambientalmente 

amigáveis; 

Limitação dos 
reagentes de 

polimerização; 

(Zhou et al., 
2019) 

Fonte: adaptado (Chen et al., 2016) 

 

1.2 Aplicações de MIPs: estado da arte 

Os MIPs são versáteis e podem ser aplicados no desenvolvimento de métodos 

analíticos, proporcionando um ganho em seletividade e sensibilidade em diferentes 

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

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

analíticas, tornando-os valiosos em diversas áreas de aplicação, desde a medicina 

até a análise ambiental. 

 
Quadro 1.1– Aplicações dos MIPs em diversas áreas (continua). 

Aplicação Função dos MIPs REF. 

Cromatografia 
Líquida e 
Gasosa 

Utilizados como materiais de fase estacionária 
em cromatografia líquida e gasosa, 

proporcionando separação seletiva de analitos 

(Santos, M. 
G. et al., 

2012) 

 
Sensores 
Químicos 

 

Incorporação em sensores para detecção de 
analitos, seja por técnicas ópticas, 
eletroquímicas ou de impedância 

(Wang, Y. F. 
et al., 2020) 

Extração em 
Fase Sólida 

Empregados como sorventes em métodos de 
extração, melhorando a seletividade na 

preparação de amostras 

(Jayasinghe; 
Moreda-
Piñeiro, 
2021) 

Imunoensaios 
Moleculares 

Empregados como substitutos sintéticos de 
anticorpos em imunoensaios, melhorando a 

estabilidade e custo 

(Wang, J. et 
al., 2019) 
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Quadro 1.1– Aplicações dos MIPs em diversas áreas(conclusão).  

Aplicação Função dos MIPs REF. 

Reconhecimento 
Molecular 

Utilizados em estudos de interações 
moleculares, contribuindo para a compreensão 

de processos de reconhecimento molecular 

(Vaneckova 
et al., 2020) 

 

Técnicas de 
Microfluídica 

Incorporados em sistemas microfluídicos para 
detecção rápida e eficiente de analitos em 

pequenas quantidades de amostras 

(Wang, Y. et 
al., 2013) 

Separação e 
Purificação 

Empregados em métodos de separação e 
purificação, proporcionando uma alternativa 

seletiva a resinas convencionais 

(Turiel; 
Martín-

Esteban, 
2010) 

Sensores de 
Gases e 
Vapores 

Aplicados em sensores para detecção de gases 
e vapores, com aplicações em monitoramento 

ambiental e industrial 

(Hua; 
Ahmadi; 

Kim, 2022) 

Nanomateriais 
Nanopartículas inorgânicas revestidas com 

polímeros impressos molecularmente: fabricação 
e aplicações biomédicas 

(Orbay et 
al., 2022) 

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 síntese de MIPs: 

polimerização via bulk e polimerização sol-gel utilizando uma estratégia one-pot de 

preparo. Além destas sínteses, apresentar um método alternativo via polymerization-

free. Dessa forma, este trabalho foi dividido em três capítulos, o primeiro trata da 

aplicação de MIP como uma fase sólida extratora para pré-concentração de 

escopolamina. O segundo capítulo aborda o preparo de um sensor para captopril, a 

partir de um polímero molecularmente impresso fluorescente. O terceiro capítulo 

apresenta os estudos preliminares para desenvolvimento de MIPs em papel. Em cada 

um dos capítulos foi abordado os impactos e relevância dos analitos, bem como a 

descrição do preparo dos MIPs.   
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2 SÍNTESE DE POLÍMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS PARA 

EXTRAÇÃO E PRÉ-CONCENTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (MISPE) DE 

ESCOPOLAMINA EM AMOSTRAS DE URINA SINTÉTICA  

 

2.1 Introdução 

A determinação de fármacos e drogas de abuso em fluídos corporais tem se 

mostrado importante em diversos cenários, como controle antidoping em atletas, 

monitoramento de drogas terapêuticas, toxicologia forense e clínica, bem como 

pesquisas relacionadas à farmacologia. Drogas de abuso é um termo aplicável a 

substâncias para fins não terapêuticos, ou uso impróprio de substâncias prescritas. 

As drogas de abuso são usadas tanto para consumo próprio quanto para a dopagem 

de vítimas devido a seus efeitos alucinógenos (Mulder; Halquist, 2021).  

A escopolamina (SCP) é um alcaloide tropânico com efeitos sedativos, 

anticonvulsionantes e analgésicos. Quando utilizada como droga de abuso, pode 

prejudicar temporariamente a habilidade de absorver novas informações, de 

concentração, podendo gerar alucinações visuais e auditivas, caracterizados por um 

estado de embriaguez, seguido de um sono profundo acompanhado de amnésia. 

Algumas substâncias –  como a escopolamina – quando misturadas intencionalmente 

a bebidas alcoólicas são conhecidas popularmente como “Boa Noite Cinderela”, ato 

que causa a dopagem de vítimas para fins de assalto ou abuso sexual (Martinez; 

Almeida, 2009). O número de casos do golpe é crescente, em especial ao público 

feminino, LGBTQIA+ e homens susceptíveis a furto (Le Garff et al., 2016); (Sáiz et al., 

2013).  Ainda não há estudos que validam uma dose letal de SCP à organismos 

adultos, mas já existem alguns casos clínicos onde massas acima de 2 mg de 

escopolamina são suficientes para causar envenenamento com sintomas graves em 

adultos (Corallo; Whitfield; Wu, 2009). 

Tanto as drogas de abuso e seus resíduos metabólicos, quanto fármacos em 

geral, podem ser determinados por meio da aplicação de diversos tipos de métodos 

analíticos que apresentam diferentes graus de automação, seletividade e 

detectabilidade. As principais dificuldades encontradas na determinação de analitos 

em concentração traço estão relacionadas com aspectos de seletividade e 

detectabilidade fornecidas pelo método aplicado (Boone et al., 1999). As amostras 

biológicas em que resíduos de escopolamina podem ser encontradas e são 

comumente analisadas são: 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 

disponível é relativamente alto. Vários métodos são encontrados na literatura com a 

finalidade de separação e quantificação de alcaloides tropânicos em matrizes 

complexas, como a eletroforese capilar (do inglês Capillary Electrophoresis - CE) 

(Cherkaoui et al., 1997), cromatografia de camada delgada (do inglês Thin- 

Layer Chromatography - TLC) (Gadzikowska et al., 2005) e HPLC (do inglês High 

Performance Liquid Cromatography) (Min et al., 2007) acoplada a detectores de 

absorção no UV (Theodoridis et al., 2003) e espectrometria de massas (Zeng et al., 

2015). Além da baixa concentração dos analitos, as matrizes biológicas têm em sua 

composição quantidades significativas de proteínas, carboidratos e lipídeos, além de 

outras moléculas menores com diversas polaridades, ou seja, possuem uma 

variedade de constituintes que são possíveis interferentes. Portanto é necessário o 

emprego de técnicas de preparo de amostra seletivas para o composto de interesse 

(Borges; De Figueiredo; Queiroz, 2015). 

A determinação de analitos presentes em baixas concentrações 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 

analítico final (Hu et al., 2021).  Apesar da evolução das técnicas analíticas nas últimas 

décadas, as etapas de preparo de amostra envolvendo extração e pré-concentração 

ainda são de extrema importância, especialmente envolvendo amostras complexas 

com baixos níveis de concentração do analito (Fumes et al., 2015). 

 

2.1.1 Preparo de amostras 

 O preparo de amostras é uma etapa importante na sequência analítica e se faz 

necessária na análise de diversas matrizes, como alimentos e amostras biológicas.  

Esta etapa visa remover potenciais interferentes da amostra e isolar os analitos antes 

de sua determinação por alguma técnica analítica (Fumes et al., 2015). Estima-se que 

a maior parte do tempo despendido em uma análise química corresponda à etapa de 

preparo de amostra, sendo a mais morosa de todo o processo analítico (Hu, T. et al., 

2021); (Krug; Rocha, 2019). Muitos são os métodos comumente aplicados na etapa 

de preparo de amostras, como extração em fase sólida (do inglês Solid-Phase 

Extraction - SPE) (Eskandari; Shariati, 2011), microextração em fase sólida (do inglês 
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Solid-Phase Microextraction - SPME) (Vázquez; Mughari; Galera, 2008),  extração 

líquido-líquido (do inglês Liquid-Liquid Extraction - LLE) (Yu et al., 2017), extração por 

fluído supercrítico (do inglês Supercritical Fluid Extraction - SFE) (Rissato et al., 2004), 

microextração líquido-líquido (do inglês Liquid-Liquid Microextraction - LLME) (Rezaee 

et al., 2006) e filtração  (Bizzotto et al., 2013). 

 A SPE é uma das técnicas de preparo de amostra mais empregada 

previamente a análises cromatográficas. Introduzida na década de 70, se tornou um 

dos substitutos mais viáveis para a LLE (Fumes et al., 2015). A remoção de 

interferentes e a pré-concentração dos analitos por SPE ocorre a partir da passagem 

da amostra por uma fase extratora (FE), essa fase extratora é formada normalmente 

por um sólido, dentro de um cartucho ou coluna. A interação entre FE e analito pode 

ocorrer através de diferentes mecanismos, como adsorção, troca iônica, exclusão e 

partição. 

 A SPE possui a vantagem de realizar dois processos importantes, como a 

limpeza da amostra (clean-up) e a pré-concentração dos analitos. A natureza da FE é 

um fator importante na eficiência da SPE, uma vez que suas propriedades definem 

quais espécies terão afinidade pela FE, afetando assim a seletividade do 

procedimento de extração. Com isso, a busca por novos materiais para SPE vem 

atraindo a atenção de diversos pesquisadores. De acordo com Fritz (1999) existem 

três condições que o material sorvente deve obedecer: (i) uma quantidade alta e 

reprodutível deve ser extraída pelo sólido componente da FE; (ii) os analitos após a 

adsorção à FE, devem ser facilmente eluidos por um solvente ou solução, ou seja, o 

processo de adsorção deve ser reversível; (iii) o sólido deve ser poroso com uma 

grande área superficial, livre de impurezas e apresentar boa estabilidade perante a 

matriz e os solventes de eluição utilizados. 

 Neste contexto, uma proposta para a melhoria no desempenho da SPE são os 

polímeros molecularmente impressos, os quais visam aumentar de forma significativa 

a seletividade das FE, essa combinação chamada de MISPE (do inglês Molecularly 

Imprinted Solid Phase Extraction).       

     

2.1.2 Extração em fase sólida empregando polímeros molecularmente 

impressos - MISPE 

 MIPs representaram um avanço importante nas técnicas de preparo de 

amostras; a técnica de impressão molecular é capaz de produzir polímeros com sítios 
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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 características como: 

estabilidade química e térmica, boa capacidade de adsorção, ampla faixa de pH de 

trabalho e resistência a altas temperaturas (Ashutosh Tiwari; Lokman Uzun, 2017). 

 Os procedimentos envolvendo MISPE não 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, 

extração e eluição do analito. Posteriormente, o analito é quantificado de acordo com 

a técnica analítica disponível. Há diversos artigos publicados descrevendo a síntese 

e o uso de MIPs para SPE, como: aplicação na extração e determinação de taninos 

condensados – MISPE/HPLC-UV (Martins et al., 2020); determinação de fenilalanina 

– MISPE/UV-vis (Alves et al., 2015); extração e quantificação do corante acid green 

16 - MISPE/UV-vis (Foguel et al., 2017). Além disso, algumas empresas já 

comercializam cartuchos embalados com MIPs adequados para a determinação de 

analitos em diferentes amostras (Lowdon et al., 2020).  

 A estratégia de síntese de um MIP para uma aplicação específica depende de 

muitas etapas experimentais, incluindo: escolha dos reagentes, a preparação do 

material, a avaliação do seu desempenho seletivo na extração.  Isso faz com que o 

planejamento e o desenvolvimento do MIP sejam morosos e utilizem grandes 

quantidades de solventes e soluções. Com o desenvolvimento da química 

computacional, iniciou-se o emprego da computação quântica para otimizar a síntese 

de MIPs em função da aplicação pretendida (Dong et al., 2005). A utilização de uma 

abordagem computacional para otimização da impressão molecular já foi apresentada 

em diferentes trabalhos (Fonseca; Nascimento; Borges, 2016; Gupta; Shah; Singh, 

2016; Pogány; Razali; Szekely, 2017;Tabandeh et al., 2012) e a maioria dos estudos 

computacionais focam na triagem rápida do melhor MF.  

 Apesar da diversidade de direções sugeridas pelas simulações, não há 

consenso sobre a melhor forma de modelar as interações em um sistema de 

impressão molecular, nem sobre o melhor método para descrevê-lo matematicamente 

(Cowen; Karim; Piletsky, 2016; Nicholls et al., 2009; Soté, 2022) . Torna-se assim, 

uma escolha baseada no parâmetro empírico a ser investigado pelo pesquisador. 

Considerando que as formações das interações não-covalentes presentes no sistema 

pré-polimerização são dinâmicas e que o solvente atua como elemento ativo na 
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formação da rede polimérica, um dos métodos de simulação computacional capaz de 

avaliar o dinamismo das interações entre um elevado número de componentes é a 

Dinâmica Molecular (DM) clássica. A DM descreve o movimento de átomos a partir do 

formalismo das mecânicas clássica e estatística, fornece informações sobre o 

comportamento dinâmico microscópico, dependente do tempo, dos átomos individuais 

que compõem o sistema (Namba; Silva; Silva, 2008). Para tanto, considera-se que as 

alterações conformacionais moleculares sejam decorrentes somente de interações 

que não envolvam a participação de partículas subatômicas (Alder; Wainwright, 1959). 

Ao se desconsiderar os princípios que regem a dinâmica dos elétrons, pode-se 

descrever simultaneamente um elevado número de átomos com uma demanda 

computacional relativamente reduzida e amostrar processos conformacionais e 

energéticos, descritos somente por potenciais não-covalentes, a partir de conjuntos 

termodinâmicos definidos (Alder; Wainwright, 1959; Soté, 2022). As moléculas 

simuladas neste trabalho foram os monômeros funcionais: ácido acrílico (AAC), ácido 

metacrílico (MAA) e acrilamida (ACR), o agente de ligação cruzada dimetacrilato de 

etilenoglicol (EGDMA) e a molécula molde escopolamina.     

 

2.1.3 Extração em ponteira descartável  

A miniaturização no preparo de amostras vem apresentando grandes avanços 

em relação aos princípios da Química Analítica Verde. Muitos desses aspectos são 

aplicados, como a redução de grandes volumes (amostra/solvente), que além de gerar 

menor quantidade de resíduos também envolve menor consumo de energia em todo 

o processo (Carasek; Morés; Huelsmann, 2022). Uma possibilidade de miniaturização 

no preparado de amostras é a variação da SPE tradicional para extração com ponta 

de pipeta descartável (do inglês Disposable Pipette Extraction - DPX), na qual 

emprega-se volumes menores de amostra e massa reduzida de fase sólida (Bordin et 

al., 2016). 

A DPX permite a extração rápida do analito e soluções usando ponteiras 

descartáveis ao invés de cartuchos ou tubos de ensaio (Tomasin et al., 2021). A 

técnica consiste na modificação de uma ponteira de pipeta (1,0 ou 5,0 mL), onde uma 

pequena quantidade do sólido sorvente está contida entre dois filtros (geralmente lã 

de vidro). Na DPX, as amostras são misturadas com o sorvente disperso para 

proporcionar equilíbrio rápido pelo contato efetivo entre eles (Silva et al., 2022a).   
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A DPX tem sido comumente usada na preparação de amostras para diferentes 

aplicações, tais como a toxicologia forense e química. Bordin e colaboradores (2014), 

identificaram a presença de cocaína, nicotina e metabólitos em amostras de mecônio 

usando DPX e como técnica de quantificação a cromatografia gasosa com detecção 

de espectrometria de massas (do inglês 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 disponíveis e o alto custo em 

relação aos cartuchos de fase sólida tradicionais representam uma limitação para sua 

aplicabilidade em análises de rotina (Bordin et al., 2016). Portanto, desenvolver fases 

sólidas para aplicação 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 determinação de escopolamina em amostras de 

urina sintética. 

 

2.1.4 Eletroforese Capilar (CE) 

A eletroforese é uma técnica de separação desenvolvida no século XX, por 

Arne Tiselius, em meio à necessidade de estudo de proteínas em soro recém-

descobertas na época. O fenômeno da eletroforese consiste na migração de espécies 

iônicas ou ionizáveis, quando estas estão dissolvidas ou suspensas em um eletrólito, 

a partir da aplicação de um campo elétrico (Skoog, et al.  2006). Utilizando o fenômeno 

da eletroforese, a técnica instrumental de eletroforese capilar (do inglês Capillary 

Electrophoresis - CE) foi desenvolvida, onde a separação ocorre dentro de capilares 

com dimensões micrométricas e que permitem a aplicação de altas voltagens. A CE 

é adequada na separação e determinação de analitos de forma similar à cromatografia 

líquida de alta eficiência, cromatografia gasosa, cromatografia iônica e eletroforese 

em placas de gel, quando acoplados às técnicas de detecção. Com aplicações 

bioquímicas, clínicas, ambientais, alimentares, forenses e farmacêuticas (Ahuja; 

Jimidar, 2008; El-Attug; Adams; Van Schepdael, 2012; Forteschi et al., 2014), 

englobando compostos orgânicos iônicos e não iônicos, inorgânicos iônicos e não-

iônicos e macromoléculas (tais como proteínas e oligonucleotídeos e compostos 

quirais); (Oliveira et al., 2014; Lourenço et al., 2015; Ribeiro et al., 2016). Outras 

vantagens que a tornam a técnica de CE tão atrativa são (Cunha, 2017): 

✓ Possibilidade de automação; 

✓ Injeção direta sem pré-tratamento das amostras; 
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✓ Pequenas quantidades utilizadas de padrão e amostra, volumes tipicamente da 

ordem de 1 a 10 nL, diminuindo a geração de resíduos; 

✓ O principal solvente utilizado na composição do eletrólito é a água; 

✓ Versatilidade: uma única coluna capilar pode ser utilizada na separação de 

classes de compostos completamente diferentes, sendo preciso apenas a 

variação do meio interno do capilar, o adequando para determinadas corridas; 

✓ Possibilidade de injeção e detecção em fluxo; 

✓ Baixo custo do equipamento e manutenção; 

✓ Tempo de análise reduzido quando comparada a qualquer técnica de 

separação. 

A CE oferece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para 

eletroforese (placas de gel, papel, etc.), pois a alta resistência do capilar comumente 

usados (tubos de sílica fundida cobertos com poliamida) possibilita o estabelecimento 

de campos elétricos de valores elevados (100-1000 V cm-1), resultando em análises 

com separações de alta eficiência e tempos de análise apreciavelmente curtos 

(Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).        

 Como qualquer técnica, CE possui desvantagens. Como limitações na 

capacidade de separação de compostos com similaridades estruturais. A 

reprodutibilidade dos resultados na CE pode ser afetada, pela temperatura, pH, 

composição do tampão. Nestes quesitos, a HPLC tem um desempenho melhor 

(Bizzotto et al., 2013). No caso particular da CE equipada com um detector C4D (Silva; 

Lago, 1998; Lago, 2009; Zemann et al., 1998), os limites de detecção (LOD) estão na 

ordem de 10-5 a 10-6 mol L-1, se não for introduzido a etapa de pré-concentração (SPE) 

exclui a possibilidade de analisar elementos traços, limitando a variedade de matrizes 

de aplicação da mesma (Cunha, 2017). 

 

2.2 Objetivos  

 

2.2.1 Objetivo geral  

Tendo em vista que o desenvolvimento de polímeros molecularmente impressos 

representa um avanço importante no preparo de amostras, o presente trabalho tem 

como objetivo geral sintetizar um MIP para extração e pré-concentração de 

escopolamina empregando ferramentas computacionais para otimizar as condições 

de síntese e a eletroforese capilar como técnica de quantificação.  
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2.2.2 Objetivos específicos  

i. Empregar ferramenta computacional para investigar o melhor monômero 

funcional na preparação de MIPs; 

ii. Sintetizar via bulk e caracterizar o melhor MIP;  

iii. Avaliar a capacidade de adsorção do MIP obtido;  

iv. Combinar o MIP como FE em ponteira descartável – DPX;  

v. Verificar a seletividade do MIP com moléculas análogas a escopolamina; 

vi. Otimizar as condições de extração e eluição da escopolamina utilizando 

planejamento fatorial de experimentos;  

vii. Desenvolver um método analítico utilizando eletroforese capilar com detecção 

condutométrica sem contato empregando o dispositivo MIP-DPX desenvolvido 

para extração e pré-concentração de escopolamina em amostras de urina 

sintética. 

 

2.3 Materiais e métodos 

 

2.3.1 Reagentes e soluções  

Para a síntese dos polímeros foram utilizados: bromidrato de escopolamina 

(99%, SCP) como molécula molde; ácido acrílico (98%, AAC), acrilamida (98%, ACR), 

ácido metacrílico (99%, MAA) como monômeros funcionais; 1,1'-

azobis(ciclohexanocarbonitrila) (99%, ABCN) como iniciador radicalar; dimetacrilato 

de etilenoglicol (99%, EGDMA) como agente de ligação cruzada, todos adquiridos da 

Sigma-Aldrich (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha). O metanol como solvente 

porogênico e ácido acético como solvente de remoção da molécula molde foram 

adquiridos, respectivamente, da NEON (São Paulo, Brasil) e da Dinâmica (São Paulo, 

Brasil).          

 Outros reagentes, tais como a atropina (99%), ácido butírico (99%) foram 

obtidos também da Sigma-Aldrich (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha). O padrão de 

butilbrometo de escopolamina foi adquirido em uma farmácia de manipulação da 

região. As soluções estoques foram preparadas usando água deionizada de um 

sistema Milli-Q (Millipore, Molsheim, França).      

 Para os experimentos utilizando a eletroforese capilar, a solução utilizada como 

eletrólito de corrida (do inglês Background Electrolyte - BGE) foi preparada 

solubilizando 20 mmol de ácido butírico (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 água deionizada em um balão volumétrico, pH 4,5.     

 Os reagentes empregados para o preparo da urina sintética, como ácido cítrico 

(99%), ácido ascórbico (99%) e sulfato de sódio (99%) foram adquiridos da Vetec 

(Duque de Caixas, Brasil). O bicarbonato de sódio (99%), cloreto de cálcio di-hidratado 

(78%), cloreto de sódio (99%), cloreto de amônio (99%) foram obtidos da Synth 

(Diadema, Brasil).  Já o hidrogenofosfato de potássio (99%) e di-hidrogenofosfato de 

potássio (99%) foram obtidos da Merck (Darmestádio, Alemanha). Por fim, a ureia 

(99%), ácido úrico (99%), sulfato de magnésio hepta-hidratado (99%) foram 

adquiridos, respectivamente da Dinâmica (São Paulo, Brasil), Sigma-Aldrich (Saint 

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

    

2.3.2 Instrumentação 

Os polímeros 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 remoção foram avaliados utilizando um espectrofotômetro UV 

– Vis da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S. Utilizou–se cubetas de 

quartzo com 1 cm de caminho óptico e obteve-se o espectro de absorção na região 

do UV-VIS. As determinações de bromidrato de escopolamina (SCP, ou apenas 

escopolamina), atropina, butilbrometo de escopolamina, foram realizadas pela técnica 

de eletroforese capilar. O equipamento utilizado é equipado com dois detectores C4D. 

Os detectores foram posicionados a 10 cm (comprimento efetivo – primeiro detector) 

e 40 cm (comprimento efetivo – segundo detector) ao longo da coluna capilar de sílica 

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 

hidrodinâmico foi selecionado para injetar a amostra no capilar a 25 kPa por 2,0 s. 

Rotineiramente, antes da primeira análise, o capilar de sílica foi lavado com água 

deionizada por 500 s, com 1,0 mol L-1 de NaOH por 500 s, novamente com água 

deionizada por mais 500 s e, finalmente, com o BGE por 500 s (Ribeiro et al., 2022).

 Quando necessário, o ajuste de pH das amostras e das soluções de trabalho, 

foi utilizado um pHmetro da marca Kasvi, modelo K39-1420 A e soluções de NaOH e 

HCl, ambas 0,10 mol L-1. Além dos instrumentos citados, ainda foram utilizados para 

os ensaios de adsorção a mesa Agitadora Orbital TE-141 – Tecnal; balança analítica 

- GEHAKA - Modelo AG200; ultrassom da marca Ultronique, modelo Q3.0.  
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Os espectros vibracionais na região do infravermelho foram obtidos utilizando-

se um espectrofotômetro FT-IR Frontier Single Range – MIR da Perkin Elmer, na 

região compreendida entre 4000 e 500 cm-1. As análises das amostras foram feitas no 

estado sólido, com a utilização do acessório de Reflectância Total Atenuada (ATR) 

com cristal de diamante. O espectrofotômetro utilizado pertence ao Grupo de Materiais 

Inorgânicos do Triângulo (GMIT) localizado no Laboratório de Fotoquímica e Ciência 

de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Química da UFU.    

 Análises morfológicas envolvendo microscopia eletrônica de varredura foram 

realizadas no Laboratório de Multiusuários do Instituto de Química da Universidade 

Federal de Uberlândia (LMIQ – UFU).  As micrografias obtidas por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) foram adquiridas em um microscópio Tescan modelo 

VEGA3 equipado com um detector de espectroscopia de energia dispersiva de raios 

X (do inglês Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy – EDS) . Antes das análises as 

amostras foram recobertas com ouro, aplicando - se uma voltagem de aceleração de 

5.0 kV e a magnificações escolhidas foram 5000x e 10000x.   

 A área de superficial, tamanho e volume de poro das partículas foram 

determinados por isotermas de adsorção/dessorção de nitrogênio usando o analisador 

de área de superfície e tamanho de poro Novatouch LX1 (Quantachrome GmbH and 

Co. KG). As isotermas de adsorção/dessorção de nitrogênio foram coletadas após 

desgaseificação das amostras a 140 ºC sob vácuo por 3 h. A área superficial 

específica 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 e a distribuição do tamanho dos poros. As análises foram realizadas no Grupo 

de Química de Materiais Inorgânicos Nanoestruturados do Instituto de Química da 

Universidade Federal de Uberlândia (GQMIN – UFU). 

 

2.3.3 Estudo teórico           

A aplicação de uma abordagem computacional aliada à tecnologia de 

impressão 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 rápida do melhor monômero 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 interação do MIP ao nível molecular, simulações de dinâmica 
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molecular foram realizadas usando o pacote GROMACS 2016.4 (Abraham et al., 

2015) e o campo de força OPLS (do inglês Optimized Potentials for Liquid Simulations) 

de todos os átomos (Jorgensen; Maxwell; Tirado-Rives, 1996). A dinâmica molecular 

(DM) é capaz de descrever o movimento de átomos no espaço utilizando o formalismo 

mecânico clássico. Em virtude desse tipo de descrição, considera-se que as 

alterações conformacionais moleculares sejam decorrentes somente de interações 

físicas no sistema e não eletrônicas (Soté, 2022).    

 Estruturas moleculares individuais foram obtidos via LigParGen, Webserver 

gerador de parâmetros de ligantes orgânicos (Dodda et al., 2017). O arranjo inicial do 

sistema foi construído usando a ferramenta PACKMOL (Martínez et al., 2009).  Os 

sistemas foram colocados dentro de caixas de simulação cúbicas individuais, o centro 

de massa da SCP em uma origem arbitrária e disposta aleatoriamente em torno dele 

500, 500 e 1.000 ligantes, reticulantes e moléculas de solvente, respectivamente. O 

número de moléculas foi selecionado para representar um sistema saturado e para 

garantir que o molde tivesse contato suficiente para a formação espontânea do 

complexo de pré-polimerização. O mesmo protocolo foi aplicado para todos os 

sistemas. Os números totais de átomos nos sistemas simulados foram 24 545, 26 045 

e 25 045 para AAC, MAA e ACR, respectivamente (Silva et al., 2022b). 

 As simulações foram realizadas pelo Ms. William Oliveira Soté, supervisionado 

pelo Prof. Dr. Moacyr Coma Junior (Laboratório de Modelagem Molecular e Química 

Computacional – Instituto de Química, Universidade Federal de Uberlândia). 

 

2.3.4 Síntese dos polímeros (MIP/NIP) 

Foram realizadas três sínteses de polímeros impressos utilizando bromidrato 

de escopolamina como molécula molde (MM) e variando o tipo de monômero funcional 

(MF): acrilamida (ACR), ácido acrílico (AAC) e ácido metacrílico (MAA). A quantidade 

de cada um dos componentes empregados é mostrada na Tabela 2.1 e as estruturas 

dos reagentes estão apresentadas na Figura 2.1. Os MIPs foram sintetizados em 

meio homogêneo, pelo método de polimerização em bulk, uma adaptação 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 sínteses 

Estequiometria 
MM: MF 

MM 
(mmol) 

MF 
(mmol) 

EGDMA 
(mmol) 

ABCN 
(mmol) 

Metanol 
(mL) 

1:5 0,8 4,0 15,0 0,45 10 
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

 

Figura 2.1– Estruturas da molécula molde (SCP), agente de ligação cruzada (EGDMA), iniciador 
radicalar (ABCN), monômeros funcionais: ACR, AAC e MAA. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

As reações de polimerização foram conduzidas em um balão de fundo redondo 

vedado, contendo inicialmente a MM, o MF e o metanol como solvente porogênico. 

Esta mistura foi deixada em repouso, a temperatura ambiente, por 4 horas para 

contribuir com a interação entre o monômero e a SCP. Após este tempo, o agente de 

ligação 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 

solução 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 óleo, seguindo uma rampa de temperatura 

iniciada em 60º C e finalizada em 80ºC. Finalmente, o produto da reação foi transferido 

para um tubo plástico, lavado com metanol repetidas vezes. Para isso, utilizou-se 10 

mL de solvente e centrifugação 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 síntese estão esquematizadas na Figura 2.2. A síntese do NIP foi realizada 

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

dos sorventes sintetizados.  

 

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

 

Posteriormente, MIP e NIP foram lavados por 24h utilizando um sistema 

Soxhlet. Primeiro com 400 mL de solução metanol e ácido acético na proporção 9:1 

(v/v) (Theodoridis et al., 2003) durante 18h. Em seguida, com 400 mL de metanol por 

6h. Para monitorar a remoção da MM, varreduras dos solventes empregados foram 

realizadas na região do UV-vis. Depois os polímeros foram secos em estufa a 60-70ºC 

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

 

2.3.5 Avaliação da religação polímero-analito  

 Para a avaliação da interação entre o polímero e o analito, verificou-se a 

eficiência de religação da SCP com os polímeros sintetizados. Para isso, utilizou-se a 

técnica de microextração em ponteiras DPX. Cada dispositivo foi preparado 

transferindo 20 mg de MIP para uma ponteira descartável (5mL) selada com 30 mg 

de lã de vidro. Após o preparo, as ponteiras foram condicionadas com solvente e 

depois utilizadas para  extração de SCP em solução. As etapas realizadas estão 

apresentadas na Figura 2.3. A religação foi analisada em diferentes concentrações 
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de escopolamina: 5, 10, 25 e 50 mg L-1. A quantificação de analito residual foi 

determinada usando o método analítico por CE descrito na seção 2.3.2.  

 

Figura 2.3– Esquema representativo das etapas realizadas na extração DPX para avaliação da 
religação da MM. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

 Verificada a concentração de SCP remanescente da extração, foi possível 

determinar a capacidade adsortiva (Q) para cada polímero utilizado a partir da 

Equação 2.1 (Madikizela et al., 2018):  

Q =
 [C0] − [C𝑒]

𝑚
∗ V, 

(2.1) 

Onde: Co = concentração inicial da MM (mg L-1); Ce = concentração da MM no 

equilíbrio (mg L-1); m= massa de fase sólida (g); V= volume de solução (L). 

 Em seguida, para a averiguação de qual polímero apresentou a melhor 

religação com a escopolamina, foi determinado o fator de impressão molecular (FI) 

(Fernandes, R. S. et al., 2017):  

FI =
𝑄𝑀𝐼𝑃

𝑄𝑁𝐼𝑃
, 

(2.2) 
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Onde: QMIP e QNIP são a capacidade adsortiva do MIP e NIP em mg g-1, 

respectivamente.           

  

2.3.6 Estudo da seletividade  

A seletividade do MIP e NIP para moléculas análogas a SCP, tais como atropina 

e bultilbrometo de escopolamina, foi avaliada com soluções padrão de cada analito de 

concentração de 50,0 mg L-1. 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 água. O procedimento de extração foi o mesmo descrito na análise de religação. 

Em seguida, as capacidades adsortivas (Q) foram determinadas para cada molécula 

de acordo com a Equação 2.1. O fator de impressão para cada uma das moléculas 

análogas (FI) foi calculado de maneira semelhante ao FI (Equação 2.2).  Além disso, 

o fator de seletividade relativa () foi estabelecido relacionando os valores de fatores 

de impressão molecular, calculado da seguinte forma (Mortari et al., 2021; Zuo et al., 

2019):  

 =
FI𝑆𝐶𝑃

FI
, (2.3) 

Onde: FISCP e FI são os fatores de impressão molecular para a escopolamina 

e para as moléculas análogas, respectivamente. 

 

2.3.7 Estudo do pH de adsorção 

A avaliação 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 soluções de 25 mg L-1 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 impressão molecular calculados. 

  

2.3.8 Estudo do tempo de adsorção  

O tempo de adsorção foi avaliado utilizando um sistema em batelada, com 20 

mg de fase sólida (MIP/NIP) e 15 mL de solução de SCP com concentração de 50 mg 

L-1 (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 analítico com CE. A partir dos resultados obtidos, definiu-se a porcentagem 

de adsorção em cada uma das condições avaliadas, utilizando a Equação 2.4 

(Madikizela; Chimuka, 2016): 

                           % 𝐴𝑑𝑠𝑜𝑟çã𝑜 =
 [𝐶𝑜]− [𝐶𝑒]

[𝐶𝑜]
∗ 100                                                  (2.4) 

Onde: Co = concentração inicial de SCP (mg L-1); Ce = concentração de SCP no 

equilíbrio (mg L-1); 

  

2.3.9 Construção das isotermas de adsorção 

As isotermas permitem a determinação da capacidade máxima de adsorção 

dos polímeros sintetizados. A obtenção das isotermas foram realizadas em 

experimentos em batelada. Para isso, adicionou-se 15,0 mL de solução de SCP com 

concentrações crescentes de 20 a 100 mg L-1 (pH=6) a 20 mg de polímero (MIP/NIP) 

e submetidos a agitação 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 sólida 

O condicionamento prévio da fase sólida pode ser feito com o solvente da 

síntese para a ativação dos sítios ativos ou pode ser realizada com água deixando o 

sorvente nas mesmas condições da amostra. Para se obter a melhor condição de 

interação entre analito e o MIP, o estudo do condicionamento foi executado na DPX 

utilizando 2 ciclos de condicionamento. Avaliou-se a eficiência do condicionamento 

com 3 mL de água (100%), metanol (100%) e uma mistura água-metanol (1:1 v/v). 

Após o condicionamento, 6 ciclos de extração com 3 mL de solução de SCP 10 mg L-

1 (pH=6) foram realizados e o sobrenadante foi analisado por CE. Um experimento 

sem a etapa de condicionamento foi realizado para comparação.  

 

2.3.11 Otimização das etapas de extração e dessorção na DPX 

Para otimização das etapas de adsorção (extração) e dessorção (eluição) da 

SCP foram utilizados dois planejamentos fatoriais 23, avaliando três variáveis em dois 

níveis. Optou-se por estudar os processos separadamente para que fosse possível 

entender como cada etapa acontecia no dispositivo. O software livre Octave (versão 
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4.2.1) foi empregado como ferramenta para cálculos dos efeitos e da porcentagem de 

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

 

2.3.11.1 Estudo das condições de adsorção por planejamento fatorial 23 

Para otimização do procedimento de extração da SCP, as variáveis avaliadas 

foram: tempo de extração, massa de fase sólida e ciclos de extração. Os valores de 

máximo, mínimo e ponto central dos níveis estudados para cada variável estão 

apresentados na Tabela 2.2.  O experimento contou com a realização de uma triplicata 

do ponto central (p1, p2, p3). 

 

Tabela 2.2– Matriz do planejamento fatorial 23 para adsorção de SCP. 

 
Experimento 

Valores codificados Valores reais 

Tempo 
 (s) 

Massa 
(mg) 

Ciclos de 
extração 

Tempo  
(s) 

  

Massa 
(mg) 

Ciclos de 
extração  

1 + + + 60 10,0 10 

2 - + + 20 10,0 10 

3 + - + 60 5,0 10 

4 - - + 20 5,0 10 

5 + + - 60 10,0 2 

6 - + - 20 10,0 2 

7 + - - 60 5,0 2 

8 - - - 20 5,0 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 condições de dessorção por planejamento fatorial 23 

Para otimização do procedimento de eluição (dessorção), 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 variáveis 

investigadas foram: volume, concentração do solvente de eluição e ciclos de eluição. 

Os valores reais e codificados estão apresentados na Tabela 2.3.  
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Tabela 2.3– Matriz do planejamento fatorial 23 para dessorção de SCP 

 
Experimento 

Valores codificados Valores reais 

Volume 
(mL) 

[Solvente] 
% 

Ciclos de 
eluição 

Volume 
(mL) 

[Solvente] 
% 

Ciclos de 
eluição 

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 Parâmetros analíticos  

 Alguns parâmetros analíticos foram determinados com o intuito de avaliar o 

desempenho do procedimento proposto, tais como linearidade, sensibilidade do 

método, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), repetibilidade e 

recuperação em amostras.         

 Os limites de detecção e quantificação foram avaliados pelo método da relação 

sinal – ruído (Schiller; Jena; Curriet, 1998). Os valores foram estimados a partir da 

comparação do sinal analítico obtido para uma amostra contendo baixas 

concentrações de escopolamina com o sinal de uma amostra do branco. É 

considerável a relação sinal / ruído de 3:1 e 10:1, respectivamente para o LOD e LOQ 

(Morano et al., 2008).          

 Em seguida baseado em parâmetros da curva analítica, os limites foram 

expressos (INMETRO, 2010); (Thompson; Ellison; Wood, 2002):    

    LOD= 3,3
𝐷𝑃𝑏

𝑆
                                                  (2.5) 

    LOQ= 10
𝐷𝑃𝑏

𝑆
                                                          (2.6)

 Onde: DPb = o desvio padrão das medidas do branco (n=10); S= o coeficiente 

angular da curva analítica.         

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

medidas (n=7). O desvio foi calculado de acordo com a Equação 2.7 (Ribeiro et al., 

2022):                                      
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              𝐷𝑃𝑅 =
𝐷𝑃𝑥

𝑋̅
∗ 100                                                (2.7)

 Onde: DPx = o desvio padrão da concentração encontrada; 𝑋̅ = concentração 

média encontrada para a série de medidas.      

 A recuperação foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de 

escopolamina a uma amostra de urina sintética. A relação entre a quantidade 

adicionada e recuperada é o fator de recuperação (R), calculada pela Equação 2.8  

(Ribani et al., 2004); (INMETRO, 2010):       

              % 𝑅 =
[𝑆𝐶𝑃]𝑟

[𝑆𝐶𝑃]𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ∗ 100                                                 (2.8)

 Onde: [SCP]r   é a concentração de escopolamina recuperada (mg L-1); [SCP]a  

é a concentração de escopolamina adicionada (mg L-1).    

 Além desses parâmetros mencionados, o fator de pré-concentração  foi 

determinado pela razão dos primeiros pontos da curva analítica com e sem a etapa 

de pré-concentração (Della et al., 2022). A curva de calibração sem a etapa de pré-

concentração consiste na análise direta de soluções de escopolamina(Neri et al., 

2019); (Tomasin et al., 2021).        

  

2.3.13  Aplicação 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 água deionizada: 

0,1 g de ácido cítrico, 0,093 g de ácido ascórbico, 0,525 g de bicarbonato de sódio, 

2,5 g de ureia, 0,0175 g de ácido úrico, 0,01 g de cloreto de cálcio di-hidratado, 1,3 g 

de cloreto de sódio, 0,353 g de sulfato de sódio, 0,123 g de sulfato de magnésio hepta-

hidratado, 0,325 g de cloreto de amônio, 0,238 g de hidrogenofosfato de potássio e 

0,305 g de di-hidrogenofosfato de potássio. Em seguida, a amostra foi transferida para 

um frasco âmbar e armazenada na geladeira (Brooks; Keevil, 1997).   

  As amostras de urina sintética foram fortificadas com solução de SCP, o pH foi 

ajustado para 6, em seguida submetidas as condições otimizadas do método 

proposto: 1 ciclo de condicionamento com água destilada, 10 ciclos de extração, 2 

ciclos de eluição com 500 µL de metanol. 
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2.4 Resultados e discussões  

 

2.4.1  Estudo teórico: Dinâmica Molecular  

O mecanismo de impressão molecular é baseado na formação de cavidades 

de ligação específicas na estrutura de um material polimérico, que depende 

fortemente do tipo de interações químicas que ocorrem entre a molécula modelo e o 

monômero funcional (Mayor et al., 2017). A impressão molecular do tipo não covalente 

ocorre devido à formação de interações (ligações de hidrogênio, interações 

eletrostáticas, etc.) entre uma MM e o MF (Hu, Chih-Hsien; Chou, 2009); (Santos et 

al., 2012). A avaliação dessas interações via dinâmica molecular pode contribuir com 

a preparação de MIP na escolha do melhor MF, ou seja, fornece uma triagem rápida 

dos reagentes, otimizando o tempo e eficiência da síntese. Neste trabalho, além da 

avaliação das interações MM e MF, consideramos também o agente ligação cruzada 

(EGDMA), conforme trabalho realizado por Shoravi et al.(2014).  

As simulações foram realizadas considerando a presença e ausência de 

EGDMA na mistura, a fim de observar o impacto desta molécula na posterior interação 

entre o polímero e a MM. Após avaliação preliminar, foi verificado que a presença do 

EGDMA diminui o número de ligações máximas de hidrogênio para todos os ligantes, 

uma para cada, como apresentado na Tabela 2.4. Ou seja, é importante considerar a 

presença desse reagente na simulação pois influencia na interação SCP-MF. Além 

disso, destaca-se que o número de ligações de hidrogênio entre EGDMA e a SCP é o 

mesmo que o dos ligantes AAC e MAA. Porém, para a ACR, a interação EGDMA-SCP 

é menor. Este resultado sugere que a EGDMA pode competir tanto com a AAC quanto 

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

 

Tabela 2.4– Número máximo de ligações de hidrogênio entre a SCP os monômeros 

e o EGDMA 

 
Monômero 

Ligações de hidrogênio 

EGDMA 
(ausente) 

EGDMA 
(presente) 

EGDMA + MF 

AAC 4 3 3 

MAA 3 2 2 

ACR 5 4 2 
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  
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Outra análise realizada foi a interação da SCP com os monômeros por meio da 

função de distribuição radial (do inglês Radial Distribution Function - RDF) em termos 

de função de correlação de par, g(r), que mostra a densidade de átomos dos ligantes 

distribuídos ao redor do modelo. Para esta análise, a molécula de SCP foi selecionada 

como referência, enquanto apenas os átomos doadores e aceitadores de hidrogênio 

dos MF e do EGDMA foram escolhidos para o cálculo. Os resultados obtidos para 

AAC, MAA, ACR na presença de EGDMA são exibidos na Figura 2.4. 

No decorrer da simulação, a ACR permaneceu o ligante mais próximo da SCP. 

Os valores de distância dos picos máximos de distribuição radial até 4,00 Å são 

praticamente os mesmos para todos os ligantes. Esses valores estão dentro do limiar 

de distância característico (2,00 a 3,50 Å) para interações do tipo de ligação de 

hidrogênio. No entanto, a intensidade dos picos é diferente, com a ACR sendo o 

ligante com o pico de distribuição radial mais intenso devido às interações mais fortes 

entre eles e a SCP. O número máximo de ligações de hidrogênio entre ACR e SCP é 

ilustrado na Figura 2.5, que exibe um intervalo de tempo registrado durante a 

simulação. Portanto, os resultados da função de distribuição radial, maior ocupação 

de ligação de hidrogênio e o número máximo de ligações de hidrogênio mostraram 

boa correlação, indicando que ACR é um ligante mais adequado para escopolamina 

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

 

Figura 2.4– Função de distribuição 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– Representação das 3 ligações de hidrogênio (representado pela linha tracejada em 
amarelo) formadas entre ACR e escopolamina durante a simulação. Fonte: (SILVA et al., 2022b). 

 

2.4.2 Síntese e preparação dos polímeros (MIP/NIP) 

Para comparar e validar os resultados previstos pelo estudo teórico, os MIPs e 

NIPs foram sintetizados via método de polimerização em bulk. Foram utilizados os 

três MF previamente selecionados: ácido acrílico (MIP/NIP-AAC), ácido metacrílico 

(MIP/NIP-MAA) e acrilamida (MIP/NIP-ACR) com uma razão de 1:5 (MM:MF) 

(O’Mahony et al., 2013). O MF é responsável por determinar o tipo de 

interação/ligação nos sítios impressos do polímero. No caso do AAC e MAA, o tipo de 

interação estabelecida pode ser interações iônicas e ligação de hidrogênio. Já para a 

ACR, a interação que prevalece é do tipo ligação de hidrogênio (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 monômero deve corresponder à 

funcionalidade da MM. As  interações devem ser fortes o suficiente para promover a 

formação de sítios de ligação, mas também fracas o suficiente para permitir a remoção 

da MM de modo a não destruir as cavidades de reconhecimento formadas (Cormack, 

P. A. G.; Elorza, A. Z., 2004).  

Após as sínteses, os polímeros MIP/NIP obtidos foram lavados sucessivamente 

com metanol, para remover quaisquer resíduos de reagentes. Em seguida, para retirar 

a MM das cavidades internas dos MIPs, foi realizada uma extração vigorosa durante 

24h em um sistema Soxhlet. Esta etapa foi dividida em duas partes: a primeira com 
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18h de extração utilizando uma mistura metanol e ácido acético na proporção 9:1 (v/v) 

e a segunda com 6h de extração apenas com metanol. Após a lavagem, os solventes 

utilizados foram monitorados por meio da avaliação de espectros de absorção na 

região do ultravioleta (200-400 nm) para verificar se, ainda havia a presença da MM 

nos resíduos das lavagens. As últimas varreduras realizadas de cada uma das etapas 

(1 e 2) estão apresentadas nas Figuras 2.6 e 2.7, respectivamente MIPs e NIPs.  O 

término da lavagem ocorreu quando não apresentou mais detecção 

espectrofotométrica de SCP (Erk; Onur, 1996). Como observado na Figura 2.7, a 

segunda etapa de lavagem já não 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 

comparação com as varreduras do MIPs. 

 

Figura 2.6– Espectros de absorção UV-Vis dos solventes utilizados na remoção da MM dos MIPs: 1- 
indica mistura ácido acético – metanol (1:9); 2- indica apenas metanol. Fonte: Elaborado pela Autora 
(2023).  
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Figura 2.7– Espectros de absorção UV-Vis dos solventes utilizados na remoção da MM dos NIPs: 1- 
indica mistura ácido acético – metanol (1:9); 2- indica apenas metanol. Fonte: Elaborado pela Autora 
(2023).  

 

2.4.3 Obtenção dos fatores de impressão molecular (FI) 

Finalizada a etapa de remoção da SCP, os polímeros foram secos em estufa, 

macerados e armazenados em frascos vedados. Em seguida as ponteiras contendo 

os polímeros para DPX foram preparadas e os estudos de religação realizados. O 

procedimento contou com 1 ciclo de condicionamento com 3 mL de metanol, 2 ciclos 

de condicionamento com 3 mL água destilada e 6 ciclos de extração com 3 mL de 

soluções de SCP em diferentes concentrações. Para cada concentração de SCP, uma 

nova ponteira foi utilizada. Em seguida, os valores de Q e FI foram calculados de 

acordo com a Equação 2.1 e 2.2, respectivamente. Estes parâmetros são os principais 

fatores para se avaliar o desempenho analítico de um MIP, quanto maior os valores 

de FI e Q mais eficiente será o polímero obtido. Os resultados encontrados estão 

apresentados na Tabela 2.5. 
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Tabela 2.5– Fatores de impressão e capacidade adsortivas para as formulações de 

MIP preparadas com diferentes monômeros 

SCP              
(mg L-1) 

AAC MAA ACR 

QMIP QNIP FI QMIP QNIP FI QMIP QNIP FI 

5 0,60 0,55 1,09 0,58 0,80 0,73 0,77 0,54 1,43 

10 0,90 0,87 1,03 0,95 1,00 0,95 1,30 0,91 1,44 
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 4,05 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 FI. Os valores de FI 

encontrados para este polímero foram maiores que 1, o que indica que a capacidade 

de adsorção do MIP foi superior ao valor encontrado para o NIP. Isso acontece por 

conta das cavidades seletivas formadas no MIP, favorecendo assim a religação 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 próximos a 1. 

Isto significa que os valores de Q obtidos tanto para MIP, quanto para o NIP, foram 

parecidos, apontando que não houve uma adsorção seletiva. Já no caso do MIP 

sintetizado utilizando o MAA como MF (MIP-MAA), alguns valores de FI foram 

menores que 1, o que indica que o QNIP foi maior, ou seja, para este polímero 

prevaleceu adsorção não seletiva.        

 Após a avaliação destes parâmetros com diferentes concentrações de SCP, é 

possível concluir que a interação MIP-ACR e a SCP foi a mais eficiente. Vale destacar 

que a ligação de hidrogênio é o principal tipo de interação associada às cavidades 

impressas neste polímero, e que prevaleceu em relação às demais interações no 

meio. Portanto, os resultados experimentais obtidos corroboram os estudos teóricos 

previamente desenvolvidos, onde o uso da ACR como MF obteve maior interação 

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

 

2.4.4 Seletividade dos polímeros sintetizados   

 A seletividade do MIP-ACR para SCP foi avaliada por meio da comparação da 

religação dos polímeros com moléculas semelhantes. Para este estudo, foi utilizado a 

atropina (ATR) e a butil-escopolamina (BSCP) por possuírem estruturas similares, 

como apresentado na Figura 2.8. Os parâmetros norteadores da seletividade foram: 
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FISCP, FI (Equação 2.2), o coeficiente de seletividade relativa,  (Equação 2.3) e Q. 

Os resultados estão apresentados na Figura 2.9. 

 

Figura 2.8– Estruturas das moléculas utilizadas para o teste de seletividade. Fonte: Elaborado pela 
Autora (2023).  

 

Figura 2.9– Capacidade de adsorção de MIP-ACR e NIP-ACR para escopolamina e moléculas 
análogas. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).   

            

 Como observado na Figura 2.9, o Q obtido para a interação 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 

é menor do que para ATR e BSCP. Este fato originou em um FISCP (=FI) superior 

para SCP, os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 2.6. Com o FISCP igual 
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a 3,2 demonstra que a interação promovida pelas cavidades internas do MIP-ACR é 

mais seletiva para SCP mesmo em comparação com moléculas semelhantes. Por fim, 

obteve-se o fator de seletividade relativa correspondente à razão entre o FISCP e o FI  

das moléculas análogas. Em ambos os casos, com os valores de  maiores a 1, 

indicam o desempenho superior do MIP-ACR proposto em relação à SCP.  

Tabela 2.6– Parâmetros FI e  para avaliação da seletividade de moléculas análogas 

em relação aos polímeros impressos (MIP-ACR e NIP-ACR).  

Fonte: Elaborado pela Autora (2023). 

 

2.4.5 Caracterização morfológica e estrutural do MIP-ACR e NIP-ACR 

 Após a análise dos resultados de seletividade, o MIP sintetizado utilizando ACR 

foi o que mais se destacou no reconhecimento da SCP. Por isso, foi selecionado para 

a caracterização morfológica, identificação de grupos funcionais (FTIR), determinação 

da morfologia (MEV), área superficial específica (BET) e distribuição dos tamanhos 

das partículas (BJH).  

        

2.4.5.1 Espectroscopia da região 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 superfície dos polímeros. A composição química da 

superfície do adsorvente influencia na capacidade de religação, e auxilia a 

compreensão das possíveis interações entre o adsorvente e o analito. A banda 

centrada em 2953 cm-1 é atribuída ao estiramento assimétrico C-H. As bandas 

centradas em 1719 cm-1 e 1636 cm-1 são provavelmente atribuídas ao alongamento 

de C=O de anidridos e amidas terciárias, respectivamente. Os picos localizados em 

1453 cm-1 e 1388 cm-1 correspondem, respectivamente, ao alongamento assimétrico 

e simétrico da conexão de C-H no grupo CH2, indicando também longas cadeias 

carbônicas. As bandas em 1249 cm-1 e 1137 cm-1 estão relacionadas ao alongamento 

da ligação C-N das alquil-aminas. A banda em 946 cm-1 é atribuída ao C=C. 

Molécula FI  

SCP 3,20 1,00 

BSCP 0,61 3,40 

ATR 0,94 5,25 
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Finalmente, as bandas observadas em 874 cm-1 e 750 cm-1 correspondem a ligações 

C=C comuns em cadeias aromáticas. 

 

Figura 2.10– Espectros FTIR de polímero impresso (MIP-ACR) e não impresso polímero (NIP-ACR). 
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Como observado, não há diferenças significativas entre os espectros de 

infravermelho do MIP-ACR e NIP-ACR. Este resultado já era esperado, pois a 

diferença entre os dois polímeros é basicamente morfológica e não por composição 

química, uma vez que a estrutura polimérica é a mesma. O que vale ressaltar é que 

os grupos mencionados, amidas, anidridos sugerem que interações eletrostáticas 

ocorram entre a SCP e a superfície dos polímeros.      

  

2.4.5.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

Além da investigação dos grupos funcionais da superfície dos polímeros (MIP-

ACR/NIP-ACR), as micrografias eletrônicas de varredura foram registradas em duas 

magnificações para avaliação da sua morfologia. Conforme mostrado na Figura 2.11, 

há uma diferença considerável nos núcleos sólidos formados.  A caracterização por 

microscopia eletrônica de varredura confirmou que os materiais possuem estruturas 

irregulares e cavidades intrapartículas. Adicionalmente, parece não haver 
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homogeneidade na formação das partículas e distribuição de tamanhos em 

configurações irregulares. Nas micrografias é possível notar uma agregação de 

microesferas tanto no MIP quanto no NIP, consequentemente formando grânulos 

poliméricos.  

(A)

 

(B)

 

(C)

 

(D)

 

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 Área Superficial, tamanho e volume de poros 
 

A principal diferença entre MIP e NIP está na cavidade seletiva formada no MIP, 

que é responsável pelo reconhecimento molecular e religação com o analito. As 

estruturas de poros também foram caracterizadas por medidas isotermas de 

nitrogênio. A área 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 

 Polímero Área  
superficial (m² g-1) 

Volume total 
(cm³ g-1) 

Diâmetro 
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 área de superfície próximos, o NIP ainda 

possui a maior área de superfície. Além disso, deve-se considerar que no MIP há 

interações entre o MF e o analito e que durante a síntese este complexo MF-MM 

interage menos com o solvente porogênico, o que por sua vez leva a uma interação 

mais fraca com a rede polimérica. Consequentemente, o solvente evapora mais 

facilmente da rede, reduzindo assim a área de superfície 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 adsorção em batelada  
 

A investigação do processo de adsorção 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 solução de escopolamina de concentração 50 

mg L-1. Os resultados foram expressos em porcentagem de adsorção em função do 

tempo de contato, conforme apresentados na Figura 2.12. O objetivo desse 

experimento foi a obtenção do tempo para que a máxima adsorção de escopolamina 

ocorresse. Também, foi possível observar que a adsorção de MIP, foi maior que a do 

NIP neste período.  
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Figura 2.12– Avaliação da porcentagem de adsorção dos polímeros: MIP-ACR e NIP-ACR. Fonte: 
Elaborado pela Autora (2023). 

            

 Em 60 minutos de agitação, o sistema MIP-ACR apresentou aproximadamente 

47% de adsorção, enquanto o NIP-ACR resultou em 33%. Como neste tempo 

apresentou a maior porcentagem de adsorção, ele foi escolhido para o ensaio para 

obtenção da isoterma de adsorção. Para a obtenção de uma isoterma, a massa de 

adsorvente, o volume de solução e o tempo de contato são fixados, variando apenas 

a concentração inicial (C0) do analito. A partir da razão da quantidade SCP adsorvida 

pelo polímero adsorvente qe (mg g-1) e da concentração de SCP no meio aquoso após 

o equilíbrio, Ce (mg L-1), foram construídas as isotermas de equilíbrio ou gráficos de 

qe versus Ce, apresentado na Figura 2.13. Os resultados obtidos indicam uma 

tendência para isoterma linear na região de concentrações maiores 10,0 mg L-1 para 

o MIP. Isso significa que a massa de SCP retida por unidade de massa de adsorvente 

é proporcional a concentração de equilíbrio na fase líquida. Para o NIP, isso acontece 

em um intervalo menor de concentração 15 – 30 mg L-1, mostrando também diferentes 

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

 

 Existem diferentes modelos teóricos de adsorção para ajuste não-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 determinação de 

parâmetros relacionados ao equilíbrio de adsorção e a quantidade máxima de 

escopolamina adsorvida na superfície, além da identificação de processos físico-

químicos envolvidos na adsorção. Os resultados foram apresentados na Tabela 2.8.  

A isoterma de Langmuir é bastante utilizada, devido ao fato de prever a 

capacidade máxima de adsorção e a relação pode ser calculada segundo a Equação 

2.9 (Zhang et al., 2019): 

                                                      𝑞 =
𝑞𝑚á𝑥∗K𝐿∗C𝑒

1+K𝐿∗C𝑒
                                              (2.9) 

Onde: q = quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no estado 

de equilíbrio (mg g-1); qmáx= capacidade máxima de adsorção (mg g-1); KL= constante 

de interação, corresponde à afinidade entre a superfície do adsorvente e o adsorvato 

(L mg-1); Ce= concentração do adsorvato no equilíbrio (mg L-1).   
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(A) 

(B)  

 

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 sólido heterogêneo, assume 

a existência de uma estrutura de adsorção em multicamadas e prevê uma distribuição 

exponencial de vários sítios de adsorção com energias adsortivas diferentes (Shinzato 

et al., 2009; Zhang et al., 2019). É representada pela Equação 2.10:  

                                                         𝑞𝑒 = 𝐾𝑓𝐶𝑒
1/𝑛                                              (2.10) 
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Onde: qe = quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no estado 

de equilíbrio (mg g-1); Ce: concentração do adsorvato no equilíbrio (mg L-1); 1/n: 

constante relacionada à heterogeneidade da superfície; Kf: constante de capacidade 

de adsorção de Freundlich (mg g-1). 

(A) 

 

(B) 

 

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– Parâmetros obtidos nos ajustes aos modelos de isotermas 

Polímero Isoterma de Langmuir  Isoterma de Freundlich  

R2 Qmáx (mg g-1) KL R2 KF (µg g-1) 1/n 

MIP 0,9006 0,0137 79,9825 0,9515 134,2 1,6577 

NIP 0,8780 0,0091 82,5527 0,9602 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 R2. Segundo Cooney (1999), esse modelo 

não impõe qualquer exigência de que a cobertura do adsorvato se aproximará de um 

valor constante. O parâmetro 1/n prevê a interação entre a SCP e os polímeros, 

quanto menor esse valor mais forte é a interação. Porém, os valores encontrados 

estão próximos tanto para o MIP, quanto para o NIP o que sugere interações parecidas 

com ambos. Já a constante de capacidade de adsorção KF é maior para o MIP, isso 

indica que a SCP interagiu melhor com a superfície do polímero, o que já era esperado 

em virtude das cavidades seletivas presentes. Os valores de KF indicam a capacidade 

de adsorção do adsorvente, sendo diretamente proporcionais, ou seja, quanto maior 

o valor da constante maior será a capacidade de adsorção.    

  

2.4.7 Estudos de otimização das condições de extração e dessorção da SCP no 

dispositivo DPX           

 Para a aplicação do MIP-ACR como FE utilizando a técnica de DPX, foi 

necessário otimizar algumas condições operacionais do dispositivo confeccionado, 

dentre eles: pH do meio, condicionamento da FE, condições de extração e eluição.  

O pH do meio influencia no processo de adsorção da SCP, por isso foi o 

primeiro ensaio executado. Este experimento foi realizado na DPX, nas mesmas 

condições que o ensaio de religação: 20 mg de fase sólida, 1 ciclo de condicionamento 

com metanol (3 mL), 2 ciclos de condicionamento com água destilada (3 mL), 6 ciclos 

de extração com 3 mL de soluções de SCP 25,0 mg L-1. Em seguida, o sobrenadante 

foi injetado no equipamento de CE para quantificação da SCP e o valores de FI 

determinados. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 2.16. Não foi 

possível detectar SCP em pH 2 e uma possibilidade para este resultado é a influência 

do pH na separação eletroforética, que ocorre com eletrólito tamponado em pH 4,5. 

Em pH igual ou menor que 2, o fluxo eletroforético é nulo ou muito baixo, portanto, 
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essa solução pode ter influenciado diretamente nas condições da separação da SCP. 

Dentre os demais pHs avaliados, o valor de pH 6 se destacou com maior FI, ou seja, 

as diferenças entre a adsorção do MIP-ACR e NIP-ACR foram significativas. Com 

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

 

Figura 2.16– Avaliação da influência do pH meio no FI. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

         

A partir da escolha do pH adequado para interação da SCP com o MIP-ACR, 

foi feita a avaliação da etapa de condicionamento. O condicionamento é uma etapa 

importante da DPX, sendo realizada antes da etapa de extração e pode contribuir para 

a adsorção do analito pela FE. Para esta avaliação, um estudo univariado foi realizado 

com 1 ciclo de condicionamento com volume de 3 mL para cada solvente avaliado. As 

condições de extração foram as mesmas de experimentos anteriores (6 ciclos 

empregando a mesma solução, com concentração 25 mg L-1 de SCP, em pH 6). Os 

resultados obtidos de Q e FI para cada condição estudada estão apresentados na 

Tabela 2.9. Como observado na tabela, o condicionamento com água apresentou o 

melhor valor de Q para o MIP-ACR. Quando este valor é comparado a adsorção do 

NIP o valor de FI se mantêm em destaque. Os testes ocorreram com solução aquosa 

de SCP, portanto, é comum que o condicionamento seja mais eficiente com o solvente 

da solução a ser analisada. Um ponto interessante a ser observado é 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– Avaliação univariado da etapa de condicionamento do processo de 

extração em ponteiras contendo o adsorvente 

 Condicionamento Polímero Q (mg/g) FI 

Água 
MIP 1,60±0,12 

1,42 
NIP 1,13±0,25 

Metanol 
MIP 1,33±0,20 

1,17 
NIP 1,14±0,32 

Água - metanol 
MIP 1,50±0,16 

1,25 
NIP 1,20±0,10 

Sem 
condicionamento 

MIP 1,42±0,15 
1,27 

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 condições de extração da SCP pudessem 

ser atingidas. Os resultados de porcentagem de adsorção, Q e FI foram escolhidos 

como parâmetro de avaliação (i.e. resposta analítica) da eficiência de extração e estão 

apresentados na Tabela 2.10. A estratégia de planejamento fatorial foi útil na triagem 

das variáveis mais relevantes no processo de adsorção, onde vários parâmetros 

podem causar influência no resultado. A combinação entre as variáveis tempo, massa 

de fase extratora e ciclos de extração gerou um número 11 experimentos no total, e 

possibilitou que diferentes situações pudessem ser avaliadas por meio da resposta 

obtida em cada experimento realizado.  

 

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

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 
Experimento 

% Adsorção Q (mg/g)  
FI MIP NIP MIP NIP 

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 
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Após a avaliação de todas as respostas encontradas (% de adsorção, Q, FI), a 

variável escolhida como resposta analítica para interpretação do melhor experimento 

foi o FI. Visto que o FI relaciona o QMIP e QNIP, o experimento 2 indicou a 

combinação ideal de variáveis. A partir desses experimentos, as condições otimizadas 

foram: 20 s, 10 mg e 10 ciclos de extração. Nessas condições, foi possível obter o 

valor de FI de 1,5, indicando a diferença entre o MIP e o NIP. Quanto aos resultados 

do ponto central, o MIP mostrou-se consistente nos três experimentos, ao contrário 

do NIP, que apresentou resultados diferentes entre si. Essa variação elevada nos 

resultados do NIP já foi observada em estudos anteriores. O planejamento fatorial 

contemplou um ponto central (n=3), e a partir desses valores, a variância e o erro 

experimental foram calculados, bem como os efeitos resultantes relacionados às 

variáveis investigadas (Tabela 2.11). 

Tabela 2.11– Avaliação das relações entre as variáveis propostas: 1 – tempo, 2 – 

massa, 3 – ciclos de extração  

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, é possível avaliar o efeito de cada variável 

e o efeito relacionado na combinação delas, os efeitos secundários representam a 

interação entre duas variáveis principais (12, 13 e 23) e o efeito terciário indica a 

interação entre as três variáveis principais (123). Neste caso, as variáveis que 

exercem os maiores efeitos são a massa de adsorvente (2) e o número de ciclos (3). 

Esses resultados já eram esperados, pois quanto maior a massa de polímero espera-

se que a adsorção seja maior (+). O mesmo ocorre para os ciclos de extração, quanto 

maior o número e ciclos (+) feitos aumenta a chance de adsorver mais SCP. Como a 

DPX implica em um contato rápido entre a FE e a solução, seguido de mistura de ar, 

a variação do tempo não se mostrou um efeito considerável. Mesmo assim, o efeito 

baixo e negativo, significa que a melhor opção seria os 20 s (-).   

 Definidas quais a condições otimizadas de extração (adsorção), um novo 
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planejamento fatorial foi elaborado, porém neste caso a triagem foi para se obter as 

melhores condições de eluição da SCP após o procedimento de extração com metanol 

como solvente. As variáveis escolhidas foram: volume de solvente, concentração e o 

número de ciclos de eluição. Neste experimento, a concentração de escopolamina 

utilizada foi de 10 mg L-1. A resposta escolhida foi a concentração de escopolamina 

recuperada (R) para o MIP e NIP, além da razão (relação MIP/NIP) entre a as 

concentrações obtidas. Os resultados estão apresentados na Tabela 2.12.  

Tabela 2.12– Resposta do planejamento fatorial 23 para o procedimento de dessorção 

de SCP 

Experimento 

Concentração 
(mg L-1) Relação 

MIP/NIP 
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 eluição que se mostrou promissor para a pré-

concentração de SCP foi o representado pelo experimento 6. Neste experimento, a 

concentração obtida após a eluição da SCP indicou um aumento em relação a solução 

de SCP utilizada na extração (10 mg L-1). Foram utilizados 500 µL de metanol 100% 

e realizados 2 ciclos de eluição empregando o mesmo solvente. O menor volume e 

eluente já indicavam a possibilidade teórica de pré-concentração do analito. A relação 

entre MIP/NIP, igual a 1,43, garantiu que a diferença de dessorção também fosse 

visualizada nesta etapa. Em seguida, os efeitos das variáveis foram calculados e 

foram apresentados na Tabela 2.13. Neste caso, o volume de solvente (1) é 

responsável por 66,17% do efeito nos resultados obtidos, além disso o valor negativo, 

destaca que é o nível baixo (-) o valor a ser considerado.  
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Tabela 2.13– Avaliação das relações entre as variáveis propostas: 1 – volume de 

solvente, 2 – concentração metanol, 3 – ciclos de eluição 

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 condições otimizadas de extração e eluição ficaram assim 

estabelecidas: 1 ciclo de condicionamento com água destilada, pH do meio 6, 10 mg 

de fase sólida, 10 ciclos de extração, 2 ciclos de eluição com 500 µL de metanol. 

 

2.4.8 Parâmetros analíticos   

O método analítico desenvolvido teve sua performance avaliada por meio da 

obtenção de algumas figuras de mérito. A curva analítica para o método de pré-

concentração da escopolamina foi construída utilizando as condições otimizadas.  A 

etapa de pré-concentração melhora a capacidade de detecção e quantificação SCP. 

Isso é importante em amostras complexas onde os analitos podem estar presentes 

em baixas concentrações e serem mascarados por interferentes. Para isso, avaliou-

se a linearidade na faixa de concentração de 0,5 a 6 µM, obtendo-se a área do pico 

eletroforético de cada solução em triplicata. Essa faixa de concentração foi escolhida 

pois é comumente encontrada em amostras de urina (Brown et al., 2020). O trabalho 

apresentado por Ribeiro et al (2022), previamente desenvolvido para determinação de 

SCP em fármacos e bebidas, possui uma faixa de trabalho de 10 µM a 1000 µM 

utilizando as mesmas condições de separação e quantificação por CE. A curva de 

pré-concentração e os eletroferogramas obtidos estão apresentados na Figura 2.17.  
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(A) 

 

(B) 

 

Figura 2.17– (A) Eletroferogramas obtidos após o procedimento de pré-concentração. Pico “SCP”: 
Escopolamina utilizando o detector 1. (B) Curva analítica obtida após o procedimento de pré-
concentração.  Fonte: Elaborado pela Autora (2023). 
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O limite de detecção (LOD) representa a menor concentração de SCP que pode 

ser detectada. A relação entre o sinal da menor concentração e o ruído do branco foi 

34. Então, o LOD foi calculado (Equação 2.5) e o valor encontrado foi 0,04µM. Já o 

limite de quantificação (LOQ) representa a menor concentração de SCP que pode ser 

medida e o valor encontrado foi 0,12 µM (Equação 2.6).    

 A repetibilidade inter-dias foi expressa como o desvio padrão relativo de 

determinações de uma mesma solução de escopolamina submetida a processos de 

pré-concentração sucessivos (n=7). Para uma solução de 2 µM de escopolamina, o 

valor de concentração obtido foi 1,77 ± 0,11 µM. O desvio padrão relativo corresponde 

a 6,43%. Todos os parâmetros analíticos obtidos estão descritos na Tabela 2.14. Além 

disso o desempenho analítico do método analítico MISPE com dispositivo DPX-CE 

desenvolvido foi comparado com estudos semelhantes para a pré-concentração de 

SCP em diversas amostras (Tabela 2.15). 

 

Tabela 2.14– Parâmetros analíticos do método proposto para pré-concentração de 

escopolamina 

Parâmetros analíticos Valores obtidos 

Faixa linear (µM) 0,50 - 6,00 

Equação y = 1,54 [scp] + 2,72 

r 0,9988 

R2 0,9972 

Tempo de migração (s) 59,4 ± 1,13 s 

Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=7) 6,43% 

LOD (µM) 0,04 

LOQ (µM) 0,12 

Recuperação 1 (2µM) 83,82 ± 1,5% 

Recuperação 2 (6µM) 101,21± 2,3%  

Fator de pré - concentração 20 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  
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Tabela 2.15– Comparação do desempenho analítico do método MISPE com 

dispositivo DPX-CE com estudos publicados anteriormente para pré-concentração de 

escopolamina. 

Método Faixa linear 
(µM) 

Amostra REF. 

MISPE com DPX-
CE 

0,5 – 6 Urina sintética Este trabalho 

MISPE – HPLC – 
UV 

91 – 82  Extrato de plantas (Zuo et al., 
2019) 

RP-HPLC – UV 2,28 – 228  Urina real   (Theodoridis et 
al., 2003) 

CE - ELC 10 – 1000  Flos daturae (Gao; Tian; 
Wang, 2005) 

CE - C4D 100 – 350  Medicamento (Cunha et al., 
2017) 

CE - C4D 10 – 1000  Medicamento e 
bebidas 

(Ribeiro et al., 
2022) 

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

Comparando o desempenho analítico do método proposto com estudos 

semelhantes para a pré-concentração de SCP em diversas amostras (conforme 

Tabela 2.15), observamos vantagens significativas. A faixa linear está em 

concentrações menores, além da proposta de miniaturização do preparo de amostras 

e o uso de MIPs como FE. Em conjunto, os resultados obtidos na validação e 

comparação reforçam a viabilidade do método analítico desenvolvido, sugerindo sua 

aplicabilidade promissora para a determinação de SCP em amostras reais. O enfoque 

na miniaturização e na tecnologia MIPs contribui para aprimorar a eficiência e a 

especificidade da análise, evidenciando o potencial do método para contribuir 

significativamente em estudos relacionados a compostos SCP em diversas matrizes. 

2.4.9 Aplicação em amostras de urina sintética  

Depois da obtenção dos parâmetros analíticos do método proposto para 

extração e pré-concentração da escopolamina utilizando MISPE combinado com 

DPX-CE, foi avaliada a aplicação do método em amostras de urina sintética. As 

amostras de urina sintética foram preparadas de acordo com o descrito na seção 

2.3.13, em seguida foram fortificadas em dois níveis de concentração de SCP: 2 µM 

e 6 µM com pH ajustado para 6.         

 Após o preparo dos dispositivos DPX com MIP, as amostras de urina sintética 
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foram submetidas ao método proposto e a recuperação foi avaliada. O ensaio 

recuperação avalia a eficiência do método desenvolvido. Os valores de recuperação 

de SCP encontrados foram 1,7 µM e 6,1 µM, representando 83,8 ± 1,5% e 101,2 ± 

2,3%, respectivamente. Com os valores obtidos, pode-se concluir que o parâmetro de 

recuperação foi adequado uma vez que os valores obtidos estão dentro do intervalo 

aceitável de 80 a 110% (INMETRO, 2010). 

2.5 Conclusão 

O polímero molecularmente impresso sintetizado utilizando como MF a 

acrilamida revelou um notável potencial para aplicação como pré-concentração de 

SCP em amostras de urina sintética. O MIP-ACR apresentou uma boa religação, tanto 

em ensaios batelada quanto no dispositivo DPX, além de uma boa seletividade 

quando comparado a moléculas análogas. 

Destaca-se que a utilização da dinâmica molecular (DM) como ferramenta 

teórica para triagem da seleção do MF revelou-se uma opção interessante para definir 

de maneira racional a melhor estratégia de síntese. O monômero mais adequado que 

simulado destacou-se nos resultados experimentais apresentando os melhores 

valores de FI. Com isso, a DM pode ser cogitada como uma alternativa para auxiliar 

no preparo e elaboração de MIPs, valendo a pena novos estudos como este para 

validar a eficiência da metodologia proposta neste trabalho.  

Com a aplicação miniaturizada de SPE, na forma de dispositivo DPX, com MIP 

como fase extratora foi possível aumentar a detectabilidade da SCP e 

consequentemente aplicar a CE como técnica para quantificação. O limite de 

quantificação (LOQ) alcançado, de 0,12 µM, sugere que concentrações ainda 

menores podem ser investigadas, abrindo possibilidades para novas aplicações e 

aprofundamento em estudos futuros. Além do ganho em sinal analítico, foi possível 

propor um método de preparo de amostra com uso reduzido de reagentes e fase 

sólida, diminuindo assim a geração de resíduos.  

Visto todas as vantagens do MIP-ACR desenvolvido, está em andamento como 

projeto de iniciação científica, o desenvolvimento de colunas com MIP-ACR para 

extração de escopolamina em bebidas. Os resultados preliminares indicam uma 

promissora aplicabilidade da fase sólida desenvolvida, consolidando perspectivas 

para aplicações práticas e inovadoras nesse campo. 
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3 SÍNTESE DE POLÍMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO FLUORESCENTE 

PARA APLICAÇÃO COMO SENSOR NA DETERMINAÇÃO DE CAPTOPRIL EM 

AMOSTRAS DE URINA SINTÉTICA E EFLUENTE 

 

3.1 Introdução  

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 hipertensão e insuficiência cardíaca 

congestiva (Odaka; Mizuochi, 2000).  Descoberto no Brasil na década de 1960 pelo 

médico e aluno de pós-graduação no Departamento de Farmacologia da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto (USP),  que a isolaram do veneno da Bothrops jararaca, 

conhecida como jararaca-da-mata, um princípio ativo capaz de potencializar a 

bradicinina (um vasodilatador, que age no sentido de reduzir a pressão dos vasos 

arteriais) (SBPC,2014), que seria precursor do captopril, medicamento anti-

hipertensivo mais utilizado no mundo (Academia Brasileira de Ciências, s. d.). No 

Brasil, o CPT está listado na Relação Nacional de Medicamentos Essenciais 

(RENAME), ferramenta fundamental de ação no Sistema Único de Saúde (SUS) 

alcançando ampla utilização e distribuição à população (Ministério da Saúde, 2022).   

Após  a ingestão de CPT, uma porção substancial (cerca de 40 a 60%) não é 

metabolizada pelo sistema hepático e é excretada pela urina (Leopold, 1986 apud 

Abdel-Megied et al., 2023, p.1), podendo atingir os cursos de água residuária 

(Giudicelli et al., 1984). As estações de tratamento de água (ETA) e esgoto (ETE) 

carecem de uma etapa dedicada à remoção ou decomposição de medicamentos, o 

que pode acarretar no aumento da concentração de captopril em águas superficiais e 

residuais (Orona-Návar et al., 2018); (Cunha et al., 2020). A medida que a 

concentração de fármacos no ambiente continua a aumentar, estas substâncias 

representam uma preocupação crescente para a saúde humana (Montagner; Vidal; 

Acayaba, 2017). 

Diversas substâncias têm sido consideradas potenciais poluentes emergentes 

(do inglês Potential Emerging Pollutants - PEPs) e incluem predominantemente 

produtos farmacêuticos e de cuidados pessoais, produtos químicos desreguladores 

endócrinos, antibióticos, entre outros (Liu; Zhang, 2020). Os PEPs são definidos como 

poluentes sintéticos ou naturais detectados em corpos d'água, potencialmente 

levando a efeitos negativos para a saúde humana (Cunha  et al., 2020). A ocorrência 
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de PEPs em fluxos de águas residuais em baixas concentrações foi documentada em 

numerosos estudos, com CPT sendo encontrado em concentrações de 13 μg L-1 

(Orona-Návar et al., 2018); (Salgado et al., 2010). A presença dessas substâncias 

podem resultar em efeitos negativos sobre os lençóis freáticos, no equilíbrio químico 

dos solos e podem ocasionar problemas de saúde nos seres humanos (Montagner; 

Vidal; Acayaba, 2017). Portanto, o desenvolvimento de métodos analíticos para 

quantificação de medicamentos em matrizes ambientais e que sejam simples e 

confiáveis é essencial. 

Vários métodos analíticos foram relatados para a determinação de CPT 

utilizando diferentes técnicas analíticas, incluindo métodos eletroquímicos (Ensafi et 

al., 2011), sensores amperométricos (Wong; Lanza; Sotomayor, 2010), fluorescência 

(Fu et al., 2022); (Han et al., 2022) e quimiluminescência (Liu, Xiaoqing; Li; Song, 

2015). Além disso, técnicas de separação têm sido utilizadas para fins de 

quantificação, como Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massa (do 

inglês Liquid Chromatography Mass Spectrometry - LC-MS (Logoyda et al., 2021) e 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) com detecção de absorção no UV(El-

Gindy et al., 2014).  

Como mencionado seção 2.1.2, os polímeros molecularmente impressos 

(MIPs) foram inicialmente utilizados para extração 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 aplicação como receptor em 

sensores químicos (Liu; Ko, 2023). Várias técnicas têm sido empregadas para a 

síntese de MIPs, incluindo polimerização em bulk (Silva et al., 2022c), sistemas de 

impressão em sílica sol-gel (Wang, F. et al., 2021), impressão em superfície 

(Fernandes, R. S. et al., 2017), co-precipitação (Wang et al., 2020), suspensão 

(Dourado et al., 2021) e polimerizações em emulsão (Suzaei et al., 2023). 

 A polimerização sol-gel é frequentemente usada para MIPs inorgânicos, 

particularmente à base de sílica (Si-MIP) (Li et al., 2022). Em comparação com os 

MIPs orgânicos, os Si-MIPs são ecologicamente amigáveis, facilmente degradáveis 

após o uso e sintetizados à temperatura ambiente (Geng et al., 2018). A integração 

de MIPs com nanopartículas inorgânicas produz materiais com tamanho e distribuição 

de partículas definidos, facilitando a funcionalização por meio da seleção apropriada 

do nanomaterial (Ansari; Karimi, 2017); (Martín-Esteban, 2022). Os Si-MIPs oferecem 

diversas vantagens, incluindo maior relação superfície-volume, maior acessibilidade 
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às cavidades impressas devido à remoção facilitada da molécula molde (MM), 

recursos aprimorados de reconhecimento e resistência reduzida à transferência de 

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

 

3.1.1 Polímeros molecularmente impresso fluorescentes (FMIPs) 

Sensores químicos são desenvolvidos com objetivo de se obter informações 

qualitativa e/ou quantitativas a respeito de substâncias químicas. O componente 

central do sensor químico é o receptor, que interage com determinadas substâncias, 

permitindo uma detecção seletiva. Assim sendo, os MIPs são materiais vantajosos 

para aplicação como receptores em sensores químicos, capaz de se ligar de maneira 

altamente seletiva à molécula-alvo (Chen et al., 2016). Adicionalmente, os MIPs 

podem ser facilmente integrados a uma variedade de transdutores, por exemplo 

elétricos e ópticos, conferindo-lhes uma versatilidade e sensibilidade. Dentre os 

sensores ópticos, os Si-MIP, os Si-MIPs fluorescentes vêm ganhando atenção devido 

à combinação da seletividade da impressão molecular com a alta sensibilidade e 

respostas rápidas associadas à fluorescência. A medição da fluorescência oferece 

uma ferramenta simples e sensível para detectar diferentes analitos. No entanto, a 

maioria dos analitos químicos não são 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 síntese de MIPs inorgânicos de sílica fluorescentes (Si-FMIPs) (Li, Q.et al., 

2022) resulta em sensores com ótimo desempenho (Wang, Y. et al., 2020),(İlktaç, 

2022), amplia as opções de aplicações, até mesmo em matrizes complexas. Estas 

características têm sido particularmente vantajosas em análises médicas e biológicas 

(Ferreira et al., 2021). Além disso, a solubilidade em água, bem como da 

disponibilidade comercial de silanos funcionais, as nanopartículas (NPs) de sílica são 

uma plataforma versátil e altamente adaptável para incorporar ou enxertar pequenas 

moléculas funcionais, biomoléculas ou mesmo outras NPs. Existem vários métodos 

diferentes para a preparação de Si-FMIP, mas a estratégia one-pot tem se destacado 

pela facilidade de preparação, agilizando o processo de preparação e encurtando o 

ciclo experimental, preservando a eficácia de detecção (Hu, Y. et al., 2018); (Huang, 

Y. et al., 2021). 

A produção de nano-MIPs pode ocorrer através da combinação de uma 

interface polimérica impressa com nanopartículas inorgânicas ou pela síntese direta 
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de nanopartículas-MIP. A integração de MIPs com nanopartículas inorgânicas resulta 

em materiais com tamanhos e distribuições de partículas predefinidos, oferecendo 

flexibilidade na funcionalização mediante a escolha criteriosa de nanomateriais. Além 

disso, tem-se demonstrado que a sensibilidade e seletividade alcançadas com 

nanopartículas inorgânicas revestidas por MIP são superiores quando comparadas à 

resposta média de seus componentes individuais (Ashutosh Tiwari; Lokman Uzun, 

2017). Materiais como nanopartículas de ouro (Au), prata (Ag), sílica (SiO2), pontos 

quânticos (do inglês Quantum Dots - QDs) e óxido de ferro (Fe3O4) têm sido 

extensivamente empregados como elementos centrais para apoiar o processo de 

impressão superficial da MM em seu invólucro polimérico (Wang, Y. et al., 2020). O 

Quadro 3.1 apresenta alguns trabalhos que combinaram NPs com FMIPs.  

 

Quadro 3.1– Aplicações de Polímeros Molecularmente Impressos Fluorescentes. 

MM Abordagem MIPs REF. 

Canamicina Funcionalização com aptâmero 
fluorescente; 

(Geng et al., 
2018) 

Paracetamol Co-precipitação one-pot, poli(9-
vinilcarbazol) (PVK) como fluoróforo; 

(Wang, J. et 
al., 2020) 

Naringina MIPs magnéticos e fluorescentes 
(Fe3O4/FITC- isotiocianato de 

fluoresceína); 

(Zhao; Ren; Li, 
2022) 

Sulfapiridina Síntese one-pot usando pontos quânticos 
de ZnS dopados com Mn (QDs) como 

núcleo fluorescente; 

(Hu, Y. et al., 
2018) 

Moxidectina Polímeros de impressão de resposta dupla 
magnética e fluorescente (Fe3O4/FITC- 

isotiocianato de fluoresceína); 

(Wang, P. et 
al., 2017) 

Ciprofloxacina Si-FMIPs foram sintetizadas por 
polimerização por precipitação contendo 

FITC;  

(Wu, C. et al., 
2018) 

Cipermetirina Nanopartículas de SiO2 encapsuladas com 
um polímero impresso molecularmente 

contendo alil-fluoresceína; 

(Wang, Y. et 
al., 2018) 

Naproxeno Si-FMIPs síntese one-pot usando FITC 
como fluoróforo; 

(Wang, F. et 
al., 2021) 

Fonte: Elaborada pela autora (2024) 

 

3.1.2 Espectroscopia de Fluorescência  

 A fluorimetria, também conhecida como espectrofluorimetria, é uma 

modalidade da espectroscopia eletromagnética dedicada à medição da intensidade 
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de fluorescência de uma amostra. Durante o processo de medição, os elétrons das 

espécies químicas presentes na amostra são excitados pela energia proveniente da 

radiação eletromagnética incidente. Em seguida, parte da energia absorvida é 

dissipada na forma de radiação com energia menor do que a absorvida. O 

comprimento de onda da radiação emitida é maior do que o comprimento de onda 

absorvido, uma vez que a energia emitida é inferior àquela utilizada para a excitação. 

Adicionalmente, observa-se que a intensidade da fluorescência está diretamente 

relacionada à concentração do composto fluorescente (Vogel et al., 2002) 

 A técnica de espectrometria de fluorescência oferece várias vantagens, tais 

como, maior sensibilidade, seletividade, técnica não destrutiva e equipamentos de 

mais baixo custo, quando comparados a técnicas de separação. Ela permite a 

detecção de concentrações em níveis de µM e nM, sendo útil em análises de traços 

(Vogel et al., 2002). Além disso, por ser não 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 analítica útil, a fluorescência apresenta algumas 

desvantagens que podem restringir sua aplicação em certos contextos. Interferências 

de fundo em amostras complexas, variações na matriz da amostra, e sensibilidade a 

condições experimentais como temperatura e pH podem impactar a exatidão dos 

resultados. Além disso, nem todos os compostos exibem propriedades fluorescentes, 

limitando a aplicabilidade da técnica a certas classes de substâncias. (Wang, Y. et al., 

2020). 

  

3.2 Objetivos 

Considerando que o desenvolvimento de polímeros molecularmente impressos 

à base de nanopartículas de sílica representa um avanço importante na elaboração 

de sensores seletivos, o presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar um Si-

FMIP para determinação de CPT empregando a espectrometria de fluorescência 

como técnica analítica.   

 

3.2.1 Objetivos específicos  

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 condições de determinação de CPT;  

v. Desenvolver um método analítico baseado na supressão de fluorescência de 

nanopartículas com impressão molecular para quantificação seletiva de 

captopril em amostras de urina sintética e águas residuais. 

 

3.3 Materiais e métodos  

 

3.3.1 Reagentes e soluções  

Todos os produtos químicos, padrões e solventes utilizados foram de grau 

analítico, e todas as soluções foram preparadas com água ultrapura (18,2 MΩ cm-1 a 

25 ºC) do sistema de purificação de água Direct-Q 3UV (Millipore, Molsheim, França). 

Para a síntese dos polímeros foram utilizados: captopril (98%, CPT), 3-

aminopropiltrietoxisilano (99%, APTES), tetraetilortosilicato (99%, TEOS), 

isotiocianato de fluoresceína (97%, FITC), adquiridos da Sigma-Aldrich (Darmstadt, 

Alemanha). Metanol foi obtido da Dinâmica (São Paulo, Brasil). Por fim, o hidróxido 

de amônio (37%) e o etanol (99,9%) foram adquiridos da Synth (São 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 preparação da urina sintética, como ácido cítrico 

(99%), ácido ascórbico (99%) e sulfato de sódio (99%) foram adquiridos da Vetec 

(Duque de Caxias, Brasil). Bicarbonato de sódio (99%), cloreto de cálcio di-hidratado 

(78%), cloreto de sódio (99%) e cloreto de amônio (99%) foram obtidos da Synth (São 

Paulo, Brasil). O hidrogenofosfato de potássio (99%) e o di-hidrogenofosfato de 

potássio (99%) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Por fim, ureia (99%), 

ácido úrico (99%) e sulfato de magnésio hepta-hidratado (99%) foram adquiridos da 

Dinâmica, Sigma-Aldrich e Neon (Suzano, Brasil), respectivamente. A ninhidrina 

(98%) foi adquirida da Neon. 

  

3.3.2 Instrumentação 

Os polímeros sintetizados foram lavados com etanol e separados em uma 

centrifuga universal da marca Hettick, modelo Zentrifugen. Quando necessário, o 
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ajuste de pH das amostras e das soluções de trabalho foi realizado com o pHmetro 

digital da marca Kasvi, modelo K39-1420 A e soluções de NaOH e HCl, ambas 0,50 

mol L-1. O homogeneizador NORTE CIENTÍFICA Mod NH-2200 foi utilizado para os 

ensaios de religação do analito. Além desses equipamentos, uma balança analítica - 

GEHAKA - Modelo AG200 e um ultrassom da marca Ultronique, modelo Q3.0, foram 

utilizados.  

As análises cromatográficas para quantificação de CPT foram realizadas 

utilizando um equipamento Shimadzu Modelo 20A acoplado a um detector SPD-20A 

UV/Vis com medidas de absorbância em comprimento de onda 220nm, com 

amostrador automático SIL–20A e um desgaseificador DGU–20A5 pertencente ao 

grupo NANOBIOMIMETIC sensors (Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita 

Filho"). As separações foram realizadas em coluna de fase reversa C-18 SHIM-PACK 

CLC ODS (5 µm, 4.6mm x 250mm). A fase móvel empregada foi composta de 65% 

metanol e 35% tampão fosfato pH 8 (30 mM) e a corrida cromatográfica foi realizada 

no modo isocrático com vazão de 0,8 mL min -1. 

Os experimentos de fluorescência foram realizados em um espectrômetro 

Panorama Fluorat-02. As medições de absorbância no UV foram realizadas em 

espectrofotômetro UV/vis da Agilent Technologies modelo Cary 60. A carga superficial 

dos polímeros foi determinada por um Analisador de Potencial Zeta, modelo Zetasizer 

Nano S90 da marca Malvern Panalytical. Para isso, 2,0 mg do polímero foi disperso 

em 2,0 mL de água, todos estes equipamentos pertencentes ao grupo 

NANOBIOMIMETIC sensors (Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita 

Filho").  

Os espectros vibracionais na região do infravermelho foram obtidos por um 

espectrofotômetro FT-IR Frontier Single Range – MIR da Perkin Elmer, na região 

compreendida entre 4000 e 500 cm-1. As análises das amostras foram feitas no estado 

sólido, com a utilização do acessório de Reflectância Total Atenuada (ATR) com cristal 

de diamante. O espectrofotômetro utilizado pertence ao Grupo de Materiais 

Inorgânicos do Triângulo (GMIT) localizado no Laboratório de Fotoquímica e Ciência 

de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Química da UFU.  

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (do inglês “Transmission 

Electron Microscope” -TEM) foram obtidas em um JEOL-JEM2100 com filamento LaB6 

(hexaboreto de lantânio), operado a 200 kV, pertencente ao Laboratório de 

Microscopia Eletrônica do Instituto de Química de São Carlos-USP (LME-IQSC).  
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3.3.3  Síntese de nanopartículas fluorescentes com impressão molecular (Si – 

FMIP) e nanopartículas não impressas (Si-FNIP) 

Para o preparo dos Si-FMIPs, inicialmente o monômero 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 

adição de 0,04 mmol de APTES. A mistura foi agitada em temperatura ambiente 

durante 24 horas e o solvente foi removido por evaporação à vácuo. As estruturas dos 

reagentes envolvidos na preparação destes polímeros estão apresentadas na Figura 

3.1.  

 

Figura 3.1– Estruturas da molécula molde (CPT), monômero funcional (APTES), fluoróforo (FITC), 
precursor da sílica (TEOS). Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Após a preparação do FITC-APTES, deu-se início as sínteses dos Si-FMIPs via 

sol-gel, seguindo o procedimento adaptado por Li et al. (2021). Foram realizadas 

quatros sínteses 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 são apresentados na Tabela 3.1.  

As reações de polimerização dos Si-FMIPs foram preparados usando a 

estratégia one-pot, ou seja, a síntese aconteceu em um único 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 água/etanol (8 mL/3 mL) em 

um frasco de vidro sob agitação magnética seguido pela adição de APTES. A mistura 

foi agitada durante 30 min. Posteriormente, foram adicionados o FITC-APTES 

solubilizado em etanol e 0,5 mL de uma solução etanólica de TEOS, gota a gota. 

Finalmente, foram adicionados 200 µL de hidróxido de amônio e a mistura foi agitada 
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por 48 horas em temperatura ambiente. A suspensão resultante foi sonicada durante 

15 min e as partículas foram coletadas por centrifugação a 10.000 rpm durante 10 min 

e lavadas com etanol. Em seguida, foram realizadas sucessivas lavagens com tampão 

fosfato (50 mM, pH 8,5) para remoção da molécula molde. Polímeros fluorescentes 

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

descrito, porém sem a adição de CPT. A Figura 3.2 ilustra o procedimento de síntese.

       

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

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).        

  

 

Figura 3.2– Fluxograma do preparo dos polímeros Si-FMIP/Si-FNIP. Fonte: Elaborado pela Autora 
(2024).  

Polímero 
MM 

(mmol) 
APTES 
(mmol) 

TEOS 
(mmol) 

FITC-APTES 
(mmol) 

Si – FMIPA 0,1 0,3 1,0 0,01 

Si – FNIPA 0 0,3 1,0 0,01 

Si – FMIPB 0,1 0,3 1,0 0,005 

Si – FNIPB 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 – FMIPD 0,1 0,3 2,0 0,005 

Si – FNIPD 0 0,3 2,0 0,005 
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3.3.4 Medidas de fluorescência  

Suspensões de Si-FMIP e Si-FNIP com concentração de 2 mg mL-1 foram 

preparadas em mistura água/etanol (1:1). A intensidade inicial de fluorescência (I0) foi 

registrada em 520 nm com excitação em 490 nm. Após adição de um volume 

adequado do analito, a suspensão foi agitada por 15 min e a intensidade final de 

fluorescência (I) foi adquirida. O sinal analítico (IR) foi considerado a supressão relativa 

da intensidade de fluorescência, conforme descrito na equação: 

                                     𝐼𝑅 =
(𝐼0−𝐼)

𝐼0
 (3.1) 

 

3.3.5 Otimizações das condições de religação do CPT: solvente, concentração 

da suspensão de Si-FMIP/Si-FNIP, tempo de contato 

O solvente utilizado para o preparo das suspensões contendo Si-FMIP pode 

influenciar na intensidade de fluorescência, com isso afetar o sinal referente a 

religação do CPT. Por isso, a religação do CPT foi realizada em quatro condições: 

água, etanol, mistura água: etanol, tampão fosfato (pH 8,5). Neste experimento, 

suspensões foram preparadas na concentração de 2 mg mL-1 nos diferentes solventes 

mencionados. Em seguida, foram adicionados 50 µL de uma solução de CPT na 

concentração de 500µM. Essa mistura foi agitada por 15 min e medidas de 

fluorescência foram realizadas antes e depois da adição de CPT. 

Em seguir, foi examinada a influência da concentração da suspensão de Si-

FMIP na intensidade do sinal analítico. Para isso, suspensões na faixa de 0,75 a 2 mg 

mL-1 foram avaliadas. Neste procedimento, as suspensões foram preparadas em 

diferentes concentrações, logo depois foram adicionados 50 µL de uma solução de 

CPT na concentração de 1500 µM. As misturas foram agitadas por 15 min e medidas 

de fluorescência foram realizadas antes e depois da agitação com CPT. 

 Depois, avaliou-se o comportamento do sinal analítico do Si-FMIP e Si-FNIP 

em função do tempo de contato. Para determinar o tempo de equilíbrio, 20 µL de uma 

solução de 2,5 mM de CPT foram adicionados a 50 µL de suspensões de Si-FMIP na 

concentração de 500 mg mL-1 e o volume ajustado para 5 mL. A mistura foi agitada 

em um homogeneizador rotativo a 10 rpm e as medições de fluorescência 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 analítico obtido após contato com outras moléculas. Para isso, 20 

µL de uma suspensão de Si-FMIP na concentração de 500 mg mL-1 foram adicionados 

a 5 mL da solução interferente na concentração de 25 µM 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 (antiprotozoário), dipirona (analgésico e antitérmico), 

diclofenaco (antimicrobiano não esteroidal, agente inflamatório), ofloxacina, 

amoxicilina e doxiciclina (antibióticos), creatinina (diurético) e hidroclorotiazida. As 

estruturas das moléculas avaliadas estão apresentadas na Figura 3.3.  

 

 

Figura 3.3– Estruturas das substâncias utilizadas na verificação da seletividade do Si-FMIP. Fonte: 
Elaborado pela Autora (2023).  

 

O fator de impressão para as moléculas testadas (FIα) e o coeficiente de 

seletividade relativa (β) em relação ao CPT foram calculados da seguinte forma 

(Mortari et al., 2021; Zuo et al., 2019; Fernandes, R. S. et al., 2017): 

FI =
(𝐼𝑅)𝑀𝐼𝑃

(𝐼𝑅)𝑀𝐼𝑃
, (3.2) 

 =
FI𝐶𝑃𝑇

FI
, 

(3.3) 
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Onde: (IR)MIP e (IR)NIP são a diminuição da intensidade de fluorescência relativa 

de Si-FMIP ou Si-FNIP após religação dos analitos, respectivamente. 

 

3.3.7 Parâmetros analíticos  

 Alguns parâmetros analíticos foram determinados com o intuito de avaliar o 

desempenho do procedimento proposto, tais como linearidade, sensibilidade do 

método, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), repetibilidade e 

recuperação em amostras.        

 Os limites de detecção e quantificação foram avaliados pelos parâmetros da 

curva analítica, os limites foram expressos(INMETRO,2010);(Thompson; Ellison; 

Wood, 2002):           

    LOD= 3,3
𝐷𝑃𝑏

𝑆
                                                       (3.4) 

LOQ= 10
𝐷𝑃𝑏

𝑆
                                                     (3.5)

 Onde: DPb = o desvio padrão das medidas do branco; S= o coeficiente angular 

da curva analítica.           

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

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

2022):                        𝐷𝑃𝑅 =
𝐷𝑃𝑥

𝑋̅
∗ 100                                                (3.6)

 Onde: DPx = o desvio padrão da concentração encontrada; 𝑋̅ = concentração 

média encontrada para a série de medidas.      

 A recuperação foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de CPT a 

uma amostra de urina sintética e águas residuais. A relação entre a quantidade 

adicionada e recuperada é o fator de recuperação (R), calculada pela equação 

(INMETRO,2010); (Ribani et al., 2004):        

                                  % 𝑅 =
[𝐶𝑃𝑇]𝑟

[𝐶𝑃𝑇]𝑎̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ∗ 100                                               (3.7)

 Onde: [CPT]r   é a concentração de CPT recuperada (mg L-1); [CPT]a é a 

concentração de CPT adicionada (mg L-1). 
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3.3.8 Aplicação em amostras de urina sintética e efluente 

Amostras de urina sintética e águas 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, já 

mencionado no capítulo anterior. Para isso, foram adicionados em 250 mL de água 

deionizada: 0,1 g de ácido cítrico, 0,093 g de ácido ascórbico, 0,525 g de bicarbonato 

de sódio, 2,5 g de ureia, 0,0175 g de ácido úrico, 0,01 g de cloreto de cálcio di-

hidratado, 1,3 g de cloreto de sódio, 0,353 g de sulfato de sódio, 0,123 g de sulfato de 

magnésio hepta-hidratado, 0,325 g de cloreto de amônio, 0,238 g de hidrogenofosfato 

de potássio e 0,305 g de di-hidrogenofosfato de potássio. Em seguida, a amostra foi 

transferida para um frasco âmbar e armazenada na geladeira (Brooks; Keevil, 1997). 

A amostra de efluente foi coletada em uma estação de tratamento de efluentes 

(ETE) convencional, após a etapa de tratamento. As amostras foram filtradas com 

filtros de seringa (PES - polietersulfona) com porosidade de 0,45 µm e diâmetro de 30 

mm para remoção de suspensões sólidas. Em seguida, as amostras foram 

armazenadas sob refrigeração (4 ºC) em frascos plásticos descontaminados.  

Para a determinação de CPT, 5 mL de cada amostra foram misturados com 20 

µL da suspensão Si-FMIP (500 mg mL-1), agitados por 15 min e a intensidade de 

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

 

3.4 Resultados e discussões  

 

3.4.1 Preparação do Si-FMIP/Si-FNIP  

Os polímeros molecularmente impressos fluorescentes baseados em 

nanopartículas de sílica (Si-FMIPs) foram preparados usando a estratégia one-pot, ou 

seja, todas as etapas foram realizadas em um único meio reacional. Este tipo de 

metodologia possui facilidade na execução do procedimento de síntese e diminui o 

consumo de reagentes (Huang, Y. et al., 2021). Nesta síntese, o FITC-APTES foi 

utilizado como monômero fluorescente, CPT como molécula molde, APTES como 

monômero funcional e catalisador (Wang, J. et al., 2021) e o TEOS com ligante 

cruzado e precursor de sílica (Wang, F. et al., 2020). A proporção de cada um dos 

reagentes pode influenciar na seletividade e na capacidade de adsorção dos 

polímeros impressos, por isso, quatro sínteses foram realizadas, sendo nomeadas 
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como A, B, C e D. As proporções de cada síntese foram apresentadas na seção 3.3.3, 

Tabela 3.1.  

Após a síntese, os polímeros obtidos foram centrifugados e separados. Em 

seguida foram realizadas sucessivas lavagens com tampão fosfato (50 mM, pH 8,5) 

para remoção completa de CPT. Este procedimento consistiu na adição de 10 mL de 

tampão fosfato ao material sintetizado, seguidos de 10 min de agitação e depois 10 

min de centrifugação. Ao final de cada etapa, alíquotas foram recolhidas e levadas 

para análise cromatográfica. Durante a mistura do tampão com os Si-FMIPs ocorre a 

desprotonação do grupo ácido carboxílico presente na molécula de CPT, diminuindo 

as interações entre o CPT e o MF, assim ocorre a remoção da MM e, 

consequentemente, a formação de sítios complementares para interações posteriores 

do analito. Foram realizadas 11 etapas de lavagem (L1-11) consecutivas e fotos dos 

sobrenadantes recolhidos estão apresentados na Figura 3.4-A. Como pode ser 

observado, na última etapa de lavagem já não se observa mais nenhuma coloração 

no sobrenadante, indicando que qualquer excesso de reagente já foi removido. Além 

dessa análise qualitativa, a análise cromatográfica dos sobrenadantes (Figura 3.4-B) 

indicou que esse número de etapas de lavagem foi suficiente para a remoção de CPT, 

pois não se observou o pico referente ao CPT no cromatograma do sobrenadante da 

última etapa (L11). Os Si-FNIPs também foram submetidos a estas etapas de 

lavagem, garantindo assim que a única diferença com Si-FMIP é a ausência de CPT.  

 

(A) 
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(B) 

 

Figura 3.4– (A) Alguns sobrenadantes da etapa de remoção do CPT, começando pela etapa 1 (L1) e 
finalizando com a etapa 11 (L11). (B) Cromatogramas das etapas de lavagem para remoção do CPT 
que foram realizadas para Si-FMIPB. Condições de HPLC: coluna C18 (250 x 4,6 mm, Shim–Pack CLC–
ODS); vazão: 0,8mL min-1, fase móvel: metanol 65%/tampão fosfato 35% (pH 8) injeção: 20μL; T: 25ºC; 
comprimento de onda: 220 nm. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

 Após as etapas de preparação dos Si-FMIPs e Si-FNIPs, os materiais foram 

armazenados em solvente etanol. A partir dessas suspensões estoque os demais 

experimentos foram realizados. Para avaliar qual síntese apresentou a melhor 

seletividade ao CPT, foi realizado um teste preliminar de religação. Para isso, 20 µL 

de cada suspensão estoque (500 mg mL-1) foram misturados com 5 mL de CPT na 

concentração de 25 µM. A detecção do CPT foi obtida pela supressão de fluorescência 

dos Si-FMIPs, assim, medidas de fluorescência foram realizadas antes e depois do 

contato com CPT, respectivamente I0 e I. Em seguida o valor de IR (sinal analítico 

utilizado) foi calculado conforme a Equação 3.1. Com o valor de IR definido, para cada 

um dos polímeros foi possível definir o FI e com isso estabelecer qual a melhor 

composição para reconhecimento seletivo de CPT. Os resultados deste experimento 

estão apresentados na Figura 3.5.  
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Figura 3.5– Efeitos de diferentes proporções molares dos reagentes na síntese do Si-FMIPs e Si-
FNIPs. A concentração CPT: 25 µM; concentração dos polímeros: 2 mg mL-1; solvente: água/etanol 
(1/1, v/v); comprimentos de onda de excitação/emissão: 490/520 nm. Fonte: Elaborado pela Autora 
(2023). 

 

Como observado, o Si-FMIPB – preparado na proporção 1:3:10:0,05 para CPT, 

APTES, TEOS, FITC-APTES – apresentou o melhor valor de FI, ou seja, a intensidade 

de fluorescência relativa para o Si-FMIPB foi maior que a do Si-FNIPB correspondente. 

Esta supressão de fluorescência maior (magnitude do sinal analítico) para o Si-FMIPB 

indica que para essa composição, a interação do MIP com CPT foi maior, indicando 

que número maior de cavidades seletivas foram formadas. A síntese A, apresentou 

um valor de FI maior que 1,5, porém o sinal analítico encontrado para o IR foi menor 

que o valor encontrado na síntese B. A diferença entre ambas é quantidade de FTIC-

APTES. Na composição B, a quantidade de monômero fluorescente é menor, assim 

qualquer efeito relacionado a processo de auto-absorção do fluoróforo foi evitado, não 

interferindo no sinal analítico obtido. A menor concentração de FITC-APTES na 

síntese de Si-FMIPB proporciona um maior sinal de fluorescência. Quando as outras 

composições são avaliadas nas sínteses C e D, não é possível observar diferenças 

entre os sinais analíticos dos pares Si-FMIPC e Si-FNIMPC, Si-FMIPD e Si-FNIMPD. A 

supressão de fluorescência ocorreu, visto os valores de IR, porém não houve 

seletividade na resposta. Como os valores foram parecidos para Si-FMIP/Si-FNIP, os 
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FIs foram próximos a 1. Portanto, aumentar a quantidade de APTES e TEOS, 

respectivamente síntese C e D, não representou um ganho na formação de cavidades 

seletivas para o CPT.  

A seletividade exibida pelo Si-FMIPB está relacionada ao número de grupos 

amino disponíveis para interação com o CPT. O silano APTES foi usado para fornecer 

grupos amino para polímeros e como catalisador para a reação de polimerização sol-

gel (Wang, F. et al., 2021). APTES é responsável pela criação de nanocavidades 

impressas para reconhecimento molecular da MM (Wang, F. et al., 2020). Interações 

do tipo ligação de hidrogênio ocorre através da protonação entre o grupo ácido 

carboxílico 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 

calibração foi construída com soluções estoques de APTES (0,01 – 0,2 mM) e a adição 

de 1 mL de solução etanólica de ninhidrina 5%. Essas misturas foram aquecidas 

durante 1h a 70ºC. Após esse tempo, medidas de absorbância em 578 nm foram 

realizadas. As soluções utilizadas e a curva de calibração preparada estão 

apresentadas na Figura 3.6A-B.  

 

 

(A) 
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(B) 

 

Figura 3.6– (A) Soluções de APTES-ninhidrina utilizadas para a curva de calibração. (B) Curva de 
calibração usando teste colorimétrico com ninhidrina. Fonte: Elaborado pela Autora (2023). 

 

Realizado o teste colorimétrico com ninhidrina foi possível estimar a quantidade 

de grupos amino por grama de polímeros e os valores encontrados estão 

apresentados na Tabela 3.2. Conforme observado, a quantidade de grupos amino é 

maior para o Si-FMIPB, confirmando a disponibilidade de mais sítios de interação para 

o CPT. Quando se compara Si-FMIPB com Si-FNIPB, observa-se uma diferença 

significativa (6 vezes menor) no número de grupos aminos. Essa diferença na 

quantidade de sítios de interação ajuda a justificar os resultados encontrados para IR 

(Si-FMIP/Si-FNIP) e consequentemente resultam no melhor valor FI. Para os outros 

polímeros sintetizados a quantidade de grupos aminos identificados nos pares Si-

FMIP/Si-FNIP foram próximos, com isso não seria possível obter valores 

consideráveis para FI.  
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Tabela 3.2– Quantificação de grupos amino utilizando teste colorimétrico com 

ninhidrina  

 

 

Fonte: Fonte: Elaborado pela Autora (2023).      

  

 

3.4.2 Avaliação da seletividade 

A capacidade do Si-FMIP de reconhecer seletivamente o CPT foi avaliada 

comparando o sinal analítico obtido após contato com outras moléculas. Os valores 

de supressão de fluorescência obtidos para molécula interferente com Si-FMIP e Si-

NIP estão apresentados na Figura 3.7. Após o experimento, os fatores de impressão 

molecular para as moléculas testes (FIα) e os coeficientes de seletividade relativa (β) 

foram calculados e resumidos na Tabela 3.3. Obteve-se um FI 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. FIα próximo a 1, encontrado para norfloxacina, 

metronidazol, ciprofloxacina e ofloxacina, indica que não houve diferença entre o 

reconhecimento de Si-FMIP e Si-FNIP. Para as demais moléculas, o FIα 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 relação ao FI para outras moléculas. 

Portanto, a alta seletividade ao CPT confirma as cavidades seletivas formadas nos Si-

FMIPB. 

 

Polímeros  mmol NH2 g-1 

Si-FMIPA 0,035 

Si-FNIPA 0,025 

Si-FMIPB 0,624 

Si-FNIPB 0,094 

Si-FMIPC 0,365 

Si-FNIPC 0,433 

Si-FMIPD 0,001 

Si-FNIPD 0,003 
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Figura 3.7– Resposta de fluorescência dos Si-FMIP e Si-FNIP ao CPT e as moléculas teste. A 
concentração das moléculas: 25 µM; concentração de polímero: 2 mg mL-1; solvente: água/etanol (1/1, 
v/v); comprimentos de onda de excitação/emissão: 490/520 nm. Fonte: Fonte: Elaborado pela Autora 
(2023). 

 

 

Tabela 3.3– Parâmetros FIα e β para avaliação da seletividade de diferentes 

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

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Moléculas FI  

Captopril 5,1 - 

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 
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3.4.3  Caracterização morfológica e estrutural de Si-FMIP e Si-FNIP 

Após a análise de seletividade, os Si-FMIP e Si-FNIP foram submetidos a 

caracterização, previsão da morfologia (TEM), identificação de grupos funcionais 

(FTIR), distribuição de cargas (Potencial Zeta).  

A microscopia eletrônica de transmissão (TEM) foi empregada para caracterizar 

a morfologia do polímero molecularmente impresso fluorescente e seu 

correspondente polímero não-impresso (Si-FNIP). Como mostrado na Figura 3.8 A-

D, existe uma diferença considerável entre os dois polímeros, demonstrando que a 

presença do CPT afetou a polimerização e que a estratégia de impressão pode 

funcionar (Wang, F. et al., 2021). Nas micrografias, Figura 3.8-A e 3.8-B, é possível 

notar uma agregação de microesferas tanto no Si-FMIP quanto no Si-FNIP, formando 

consequentemente grânulos poliméricos. É possível ainda indicar que não houve 

homogeneidade na formação de partículas e distribuição de tamanho em 

configurações irregulares para ambos os polímeros.  A partir das micrografias foi 

possível definir um tamanho médio para os polímeros sintetizados utilizando o 

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

 

(A) 

 

(B) 
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(C) 

 

(D) 

 

Figura 3.8– Micrografias eletrônicas de transmissão de (A) Si-FMIP (escala 100 nm) e (B) Si-FNIP 
(escala 200 nm). Histogramas com o tamanho médio dos polímeros 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-1 é atribuída ao alongamento simétrico C–H, que indica os grupos Si-O-CH3. 

As bandas centradas em 1641 cm-1 e 1556 cm-1 são provavelmente atribuídas ao 

estiramento C=C do Si-Ph e à vibração de deformação do NH2 apresentadas nas 

ligações silica-aminas (Si-NH2), respectivamente (Santos et al., 2023). Os picos 

localizados em 1024 cm-1 e 785 cm-1 correspondem respectivamente à vibração de 

deformação Si-OH e à vibração de estiramento simétrico N-Si-N apresentada pelos 
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amino-silanos. As bandas em 692 cm-1 e 583 cm-1 estão relacionadas à vibração de 

balanço dos grupos R-SiH3 e ao estiramento assimétrico da ligação Si-C dos grupos 

silanos R2SiPh2, respectivamente (Santos et al., 2020). Finalmente, a banda 

observada em 425 cm-1 corresponde ao comum de estiramento de ligações Si-Si 

(Socrates, 2001). 

 

Figura 3.9– Espectros FTIR para Si-FMIP e Si-FNIP. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Os polímeros foram submetidos a análise de carga superficial e os resultados 

estão apresentados na Tabela 3.4. O valor do potencial zeta (Pz) representa a carga 

superficial das partículas, resultante da soma de todas as cargas de diferentes grupos 

químicos, ionizados ou não, na superfície das nanopartículas. O valor do Pz auxilia na 

previsão das propriedades do material. As nanopartículas com valores de Pz > -25 

mV e Pz < +25mV são normalmente muito estáveis, enquanto nanopartículas com Pz 

superior a +30 mV ou inferior a -30 mV são consideradas fortemente 

catiônicas/aniônicas, respectivamente (Karaseva et al., 2019); (Dietl et al., 2021). Para 

as partículas de sílica (Si-NPs), sem polímeros ancorados na superfície, observa-se 

uma carga negativa devido à desprotonação dos grupos silanol (≡Si–O-) (Santos et 
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al., 2023). A funcionalização com síntese do Si-FMIP e Si-FNIP, o Pz apresenta carga 

positiva devido provavelmente à protonação dos grupos amino (-NH2). 

 

Tabela 3.4– Potenciais Zeta para de nanopartículas de sílica pura (Si-NP) e 

funcionalizadas com polímeros (Si-FMIP/Si-FNIP) em tampão fosfato (0,01 mol L-1, pH 

= 7,4) e a 25 ºC. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).        

         

3.4.4 Otimização das condições de religação do CPT  

A intensidade de fluorescência das suspensões contendo os Si-MIPs é 

altamente afetada pelo solvente e pela concentração. Por isso, avaliou-se a supressão 

da fluorescência após contato com captopril em diferentes solventes. 20 µL de uma 

suspensão de Si-FMIP preparada em cada solvente com concentração de 500 mg mL-

1 foram misturados com 5 mL de uma solução de 25 µM de CPT. Após 60 minutos, a 

intensidade de fluorescência foi registrada e a resposta foi calculada de acordo com a 

equação 3.1. A Figura 3.10 mostra a supressão de fluorescência para etanol, água, 

água:etanol (1:1 v/v) e tampão fosfato (50 mM, pH 8,5). Como pode ser observado, o 

Si-FMIP preparado na mistura etanol-água (1:1 v/v) forneceu o maior sinal analítico. 

Além disso, a razão entre as respostas Si-FMIP e Si-FNIP (fator de impressão) foi 

superior quando comparada aos outros solventes. Isto pode ser explicado pela 

polaridade moderada da mistura, na qual as interações solvente-CPT são inferiores 

as do Si-FMIP-CPT. Para o tampão fosfato (pH = 8,5), a alta força iônica pode 

minimizar a interação do CPT com as cavidades seletivas do Si-FMIP. 

Partículas Potencial Zeta [mV] 

Si-NP -30,20±0,14 

Si-FMIP 20,07±0,08 

Si-FNIP 24,73±1,17 
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Figura 3.10– Avaliação da religação de CPT em diferentes solventes. Fonte: Elaborado pela Autora 
(2023).  

 

A seguir, foi examinada a influência da concentração da suspensão de Si-FMIP 

na intensidade do sinal analítico. As misturas foram agitadas por 15 min e medidas de 

fluorescência foram realizadas antes e depois da agitação com CPT. Os valores de IR 

encontrados para as diferentes concentrações estão apresentados na Figura 3.11.  

 

Figura 3.11– Avaliação da concentração da suspensão de Si-FMIP/Si-FNIP na religação de CPT. 
Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  
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Conforme observado na figura o maior sinal analítico após o contato com o CPT 

foi obtido na concentração de 2 mg mL-1. Este fato pode ser explicado pelo aumento 

de cavidades seletivas disponíveis para interação com o CPT.  

 Em seguida, avaliou-se o comportamento do sinal analítico do Si-FMIP e Si-

FNIP em função do tempo de contato as medições de fluorescência foram capturadas 

em diferentes intervalos de tempo variando de 1 a 50 minutos. O experimento foi 

realizado em triplicata e os resultados encontrado estão apresentados na Figura 3.12. 

Como pode ser visto, o sinal analítico atinge um patamar após 15 minutos de contato, 

indicando um equilíbrio entre o polímero e o analito, sendo assim definido como o 

melhor tempo de análise.   

 

 

Figura 3.12– Avaliação do tempo de contato entre Si-FMIP/Si-FNIP e CPT. Fonte: Elaborado pela 
Autora (2023).  

 

O sinal de fluorescência foi medido em função da concentração de CPT para 

avaliar a relação entre eles. Para tanto, 20 µL de uma suspensão de Si-FMIP com 

concentração de 500 mg mL-1 foram adicionados a 5 mL de soluções de CPT nas 

concentrações de 0,25, 1, 2, 5, 10, 25, 50 e 100 µM e agitados por 15 minutos. Os 

resultados são mostrados na Figura 3.13. Conforme observado, o sinal analítico 

atinge um patamar para concentrações superiores a 10 μM, indicando que os locais 

de religação para o CPT podem estar saturados. Uma tendência semelhante foi 

observada para ambos os polímeros, mas em menor grau para os Si-FNIPs, uma vez 
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que estes polímeros não sofreram a formação de cavidades seletivas como no caso 

do Si-FMIP. 

 

 

Figura 3.13– Avaliação da performance dos polímeros Si-FMIP/Si-FNIP em diferentes concentrações 
de CPT. Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

           

3.4.5 Parâmetros Analíticos 

Minimizar o efeito de matriz em uma amostra é crucial para obter resultados 

analíticos precisos, especialmente em técnicas sensíveis como a fluorescência. Por 

isso, as curvas analíticas foram preparadas com as soluções padrão com amostras.  

Isso ajuda a compensar as diferenças nas características da matriz, melhorando a 

exatidão dos resultados. 

Para amostras de águas residuais, a faixa de trabalho definida foi de 1 a 15 µM, 

onde foi possível estabelecer uma relação linear adequada com um coeficiente de 

determinação R2 superior a 0,99. Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) 

foram determinados como três e dez vezes o desvio padrão do branco divido pelo 

coeficiente angular da curva de calibração, resultando em valores de 0,7 µM e 2,2 µM, 

respectivamente. Para avaliar a repetibilidade intra-dia do método, utilizou-se o desvio 

padrão relativo (DPR) de 10 réplicas de uma solução de CPT com concentração de 5 

µM, submetida ao procedimento proposto. Os resultados revelaram uma 

concentração de 4,7 ± 0,3 µM, indicando uma alta precisão com um coeficiente de 

variação (RSD) de 6,4%. A precisão do método foi avaliada através da determinação 
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de CPT em amostras de águas residuais fortificadas em três níveis de concentração 

(1,5, 3,5 e 7,5 µM). A recuperação foi calculada pela relação entre a concentração na 

amostra fortificada e a concentração encontrada após a análise. Os resultados obtidos 

ficaram dentro da faixa de tolerância de 20% para os níveis de concentração 

avaliados, indicando uma precisão adequada do método proposto. Todos esses 

parâmetros analíticos estão resumidos de forma detalhada na Tabela 3.5, 

proporcionando uma visão abrangente da validação do método utilizado. 

 

Tabela 3.5– Parâmetros analíticos do método Si-FMIP proposto para determinação 

de CPT nas amostras de águas residuais. 

Parâmetros analíticos Valores obtidos 

Faixa linear (µM) 1 – 15 µM 

r 0,994 

R2 0,986 

Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=10) 6,4% 

LOD (µM) 0,7 

LOQ (µM) 1,5 

Recuperação 1 (1,5 µM) 98,5 ± 2,7% 

Recuperação 2 (3,5 µM) 99,9 ± 4,5% 

Recuperação 3 (10 µM) 99,3 ± 1,4% 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Para amostras de urina sintética foi adotado o mesmo procedimento. A precisão 

do método foi obtida através da determinação de CPT em amostras de urina sintética 

enriquecidas com três níveis de concentração (1, 3,5 e 10 µM). A Tabela 3.6 resume 

os parâmetros analíticos obtidos utilizando amostras de urina sintética. Os resultados 

obtidos para esta amostra também ficaram dentro da faixa de tolerância de 20% para 

os níveis de concentração avaliados, indicando uma precisão adequada do método 

proposto (INMETRO, 2010). O método analítico desenvolvido para a avaliação da 

concentração de CPT em águas residuais e urina sintética demonstrou ser versátil,  

com boa precisão. Os resultados positivos encontrados na aplicação das duas 

amostras reforçam a confiabilidade do método e sua aplicabilidade em estudos 

ambientais e de monitoramento de poluentes. 
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Tabela 3.6– Parâmetros analíticos do método Si-FMIP proposto para determinação 

de CPT nas amostras de urina sintética.  

Parâmetros analíticos Valores obtidos 

Faixa linear (µM) 0,5 – 15 µM 

R 0,998 

R2 0,997 

Repetibilidade inter-dias (DPR%, n=10) 7,43% 

LOD (µM) 0,47 

LOQ (µM) 1,63 

Recuperação 1 (1,5 µM) 93,71 ± 1,60% 

Recuperação 2 (3,5 µM) 92,90 ± 2,61% 

Recuperação 3 (7,5 µM) 98,00 ± 3,00% 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Por fim, o desempenho analítico do sensor Si-FMIP proposto foi comparado 

com outros métodos para determinação de CPT. A Tabela 3.7 compara o LOD 

alcançado e a faixa linear, bem como o método de detecção. O limite de detecção 

encontrado pelo Si-FMIP é semelhante ou inferior às metodologias comparadas, 

porém a grande vantagem deste trabalho é determinação direta do analito, ou seja, 

sem necessidade de técnica de separação.  

 

Tabela 3.7– Comparação do desempenho analítico do método Si-FMIP com estudos 

publicados anteriormente para quantificação de CPT. 

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).  

 

Amostra 
LOD 
(µM) 

Faixa de 
trabalho 

(µM) 
Detecção REF. 

Águas residuais 0,7 1 - 15 
Fluorescência Este trabalho. 

Urina sintética 0,4 0,5 - 15 

Soro humano 9,2 18,4 – 9204 HPLC-ECL 
(Sun; Zhang; 
Zhang, 2013) 

Urina 30 60 - 2250 RP-HPLC-UV 

(Łuczak; 
Zakrzewski; 

Dobrogowski, 
2012) 

Medicamentos 
0,4 

1 - 50 
Fluorescência (Wu, Maolin; Lv; 

Lin, 2022) 0,5 Colorimetria 
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3.5 Conclusão  
 

A abordagem que emprega nanopartículas de sílica integradas a polímeros 

fluorescentes de impressão molecular (Si-FMIPs) sintetizados por meio do método 

one-pot de síntese sol-gel revelou-se altamente eficaz na detecção seletiva e sensível 

do captopril (CPT) em amostras líquidas, especialmente em águas residuais e 

amostras de urina sintética. O Si-FMIP demonstrou reconhecimento seletivo para 

CPT, evidenciado pelo elevado fator de impressão molecular de 5,1 e pelos resultados 

obtidos no estudo de seletividade. O desempenho analítico do Si-FMIP apresentou 

uma ampla faixa de trabalho, baixo limite de detecção, repetibilidade e precisão 

satisfatórias. Portanto, o polímero fluorescente fornece um método confiável para 

monitorar e quantificar o captopril. A combinação de tecnologia de impressão 

molecular, nanopartículas de sílica e detecção de fluorescência mostra-se eficaz para 

alcançar seletividade e sensibilidade adequadas.     

 Os resultados destacaram o potencial dos Si-FMIPs como ferramenta analítica 

para a determinação seletiva de CPT em amostras ambientais e biológicas. Esta 

investigação contribui para avançar no monitoramento do impacto ambiental dos 

resíduos farmacêuticos, promovendo, em última análise, a gestão sustentável destes 

micropoluentes emergentes nos nossos ecossistemas. Além disso, a simplicidade do 

processo e a facilidade de implementação em diversas matrizes líquidas destacam a 

versatilidade dos MIPs. Essas características fazem dos MIPs uma ferramenta 

analítica valiosa para enfrentar desafios ambientais, alinhando-se aos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS). No contexto deste estudo, a aplicação dos Si-

FMIPs contribui diretamente para o ODS 6 (Água Potável e Saneamento) ao permitir 

a monitorização e quantificação precisa de resíduos farmacêuticos em águas 

residuais, promovendo a gestão sustentável dos recursos hídricos. Além disso, a 

seletividade e eficiência analítica dos MIPs também se alinham ao ODS 12 (Consumo 

e Produção Responsáveis), destacando seu papel na promoção de práticas analíticas 

mais eficazes e sustentáveis. Em última análise, o uso estratégico dos MIPs 

representa um avanço significativo na busca por soluções analíticas ambientalmente 

conscientes e pode contribuir para a realização dos objetivos globais de 

sustentabilidade. 
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4 DESENVOLVIMENTO DE POLÍMEROS MOLECURLARMENTE IMPRESSO EM 

PAPEL UTILIZANDO O MÉTODO POLYMERIZATION-FREE PARA 

APLICAÇÃO COMO FASE SÓLIDA SORTIVA  

 

4.1 Introdução  

O naproxeno é um medicamento anti-inflamatório não esteroide (AINE) utilizado 

para aliviar a dor, a inflamação e a febre. Sua ação ocorre inibindo a produção de 

substâncias chamadas prostaglandinas, que desempenham um papel importante no 

processo inflamatório (Batlouni, 2010). Este medicamento é frequentemente prescrito 

para tratar artrite, osteoartrite, artrite reumatoide, dor muscular, dores menstruais e 

outros tipos de inflamação. Algumas das suas formas mais comuns de 

comercialização incluem comprimidos e cápsulas, suspensão oral, creme ou gel 

tópico. Em geral, a dosagem típica para adultos pode variar de 250 mg a 500 mg, 

tomados duas vezes ao dia. Sua absorção ocorre principalmente no trato 

gastrointestinal, após a administração oral (Lila et al., 2020). Vale ressaltar que a sua 

biodisponibilidade varia entre as diferentes formas farmacêuticas.   

 Quando uma substância não é absorvida no trato gastrointestinal, ela 

geralmente é eliminada pelo sistema excretor. No caso do naproxeno e seus 

metabólitos são excretados pela urina em questão de horas após a sua administração. 

Quando os resíduos de medicamentos são eliminados pelo esgoto doméstico, têm 

impactos negativos significativos, incluindo toxicidade para organismos, disrupção 

endócrina, seleção de resistência antimicrobiana, impacto nos ecossistemas e 

contaminação da cadeia alimentar. Essa poluição pode afetar a saúde dos organismos 

aquáticos e até mesmo dos seres humanos que consomem alimentos contaminados. 

Medidas de descarte seguro e tratamento de água são essenciais para mitigar esses 

problemas (Wojcieszyńska; Guzik, 2020); (Ozcan et al., 2022). 

Como mencionado na seção 3.1, os produtos farmacêuticos têm sido 

considerados potenciais poluentes emergentes (PEPs). Com isso, é importante o 

desenvolvimento de métodos analíticos confiáveis para quantificação de 

medicamentos em matrizes ambientais. As vantagens dos MIPs para aplicação em 

problemas analíticos/ambientais já foram mencionadas nos capítulos anteriores. Os 

MIPs podem ser utilizados de diversas maneiras, a depender do tipo de aplicação 

pretendida. Uma alternativa bastante interessante é o depósito dos polímeros em 
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substratos sólidos, para utilização em procedimentos de extração/pré-concentração 

ou em sensores (Li, W. et al., 2021); (Lamaoui; Karrat; Amine, 2022).  

 O emprego do papel como sorvente para extração foi apresentado por Hurtubise 

e colaboradores (2002). Nos trabalhos publicados, os autores detalharam a utilização 

de papel hidrofóbico comercial para extrair hidrocarbonetos aromáticos policíclicos de 

amostras de água (Chen, Jie; Hurtubise, 1998). Desde então, o papel tem sido 

empregado na elaboração de dispositivos analíticos, embora sua utilização em 

microextração ainda tenha sido pouco explorado. Apesar de o papel comum ter sido 

aplicado como sorvente, a modificação de sua superfície amplia a diversidade de 

analitos passíveis de extração (González-Bermúdez et al., 2023). Assim, a 

modificação do papel com MIPs é uma opção a ser explorada.  

 

4.1.1 MIPs em papel (p-MIP) 

Nos últimos anos, o papel (e.g papel de filtro) tem sido empregado de muitas 

maneiras em procedimentos analíticos distintos, desde dispositivos microfluídicos até 

substratos para amostragens gasosas (Petruci; Cardoso, 2016); (Dias; Batista; 

Petruci, 2021).  A superfície do papel pode ser modificada quimicamente para 

melhorar a seletividade e a eficiência da extração. A combinação de MIPs e papel tem 

sido pouco explorada, porém oferece uma série de vantagens tais como custo 

reduzido quando comparado a outros substratos, portabilidade, integração em 

sistemas microfluídicos e aplicabilidades em diversos cenários. Ao incorporá-los em 

papel, é possível utilizá-lo como sensores químicos, que interagem com os analitos e 

fornecem uma resposta que pode ser medida no próprio substrato (Apyari et al., 2022). 

Outra possibilidade é a utilização da combinação p-MIP como material para extração 

e pré-concentração de analitos. Nesse caso, o analito é posteriormente eluido e 

determinado utilizando uma técnica analítica adequada(Díaz-Liñán et al., 2021a).  

O papel é um material que pode ser adquirido em várias formas e tamanhos, é 

de fácil manuseio e processamento, possui custo reduzido em comparação com 

outros materiais de laboratório, tornando-o uma opção econômica. Isso é 

especialmente vantajoso para aplicações em larga escala ou em locais com recursos 

limitados. O emprego do papel acoplado a técnicas de detecção miniaturizadas 

permite o desenvolvimento de dispositivos portáteis, que são valiosos em aplicações 

de campo e em situações em que a mobilidade é essencial. O papel pode ser 

facilmente integrado para uso como sensores e dispositivos de extração. Os MIPs 
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ancorados em papel podem ser usados para extrair e pré-concentrar poluentes em 

amostras de água, ar ou solo, contribuindo para monitoramento ambiental e controle 

de qualidade (Díaz-Liñán et al., 2021b; Lamaoui; Karrat; Amine, 2022; Li et al., 2021). 

O processo de preparo dos polímeros em papel envolve algumas etapas, 

incluindo a escolha da MM, o tipo de polimerização a ser utilizada e o modo de 

incorporação do MIP no papel. Geralmente, a primeira etapa é a seleção da MM, em 

função da aplicação desejada, para criação dos sítios de ligação no polímero. Em 

seguida, o papel é tratado para permitir interação com o polímero, como por exemplo 

modificação química da superfície do papel (Huang, K. et al., 2017). Por fim, os 

monômeros (monômeros funcionais e de reticulação) são adicionados ao papel para 

início da polimerização por calor, luz ou agentes químicos. Durante esse processo, os 

monômeros reagem entre si para formar a rede polimérica. Após a síntese, a MM é 

removida, deixando sítios de ligação tridimensionais no MIP (Amatatongchai et al., 

2023); (Huang, T. et al., 2022).  É importante destacar que as etapas de preparo 

podem variar dependendo da abordagem escolhida. As mais utilizadas são: síntese 

RAFT (do inglês Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer) (Kuşçuoğlu et al., 

2019) e o método de polymerization-free (Díaz-Liñán et al., 2019), sendo esta a 

abordagem escolhida para execução neste trabalho.  

 

4.1.2 Método polymerization-free  

O termo polymerization-free refere-se a uma abordagem de preparação de 

MIPs que não envolve o processo tradicional de polimerização. Nos métodos 

convencionais, a polimerização é uma etapa crucial para a formação do MIP, onde 

MFs se polimerizam em torno de uma MM criando sítios de ligação para posterior 

reconhecimento molecular. Neste tipo de abordagem, a preparação dos MIPs ocorre 

de uma maneira que não envolve diretamente a polimerização. Em vez disso, métodos 

alternativos são empregados para obter os sítios de interação desejados no polímero. 

Alguns desses métodos podem incluir a utilização de polímeros já existentes que têm 

propriedades desejadas e podem se auto-organizar em torno de uma MM (Dmitrienko 

et al., 2013). O intuito é obter as cavidades seletivas características dos MIPs, sem a 

necessidade de um processo de polimerização extenso. Isso simplifica o processo de 

preparação, reduz os custos referentes a reagentes, além de facilitar a aplicação em 

diferentes substratos (Martín-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 preparação do MIP, já que a etapa de polimerização é eliminada, 

tornando-a mais direta (menos etapas) e acessível. Isso resulta em procedimentos 

experimentais menos complexos e mais rápidos quando comparados a outros 

métodos de preparação de MIPs que empregam sínteses com duração de 16h 

(Madikizela; Chimuka, 2016), por exemplo. Em alguns casos, pode preservar melhor 

as propriedades funcionais dos monômeros e grupos ativos, resultando em MIPs com 

características de ligação melhores, além disso, gera menos resíduos químicos. Isso 

é benéfico do ponto de vista ambiental e prático. Na Tabela 4.1 são 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 Náilon-6 
Ácido Fórmico/ 

Dimetilformamida 
(Díaz-Liñán et 

al., 2019) 
Metanfetamina

/Cocaína 
Náilon-6 

Ácido Fórmico/ 
Dimetilformamida 

(Díaz-Liñán et 
al., 2020) 

Metil Paration 
fluoreto de 

polivinilideno-
PVDF 

Dimetilformamida 
(Lin et al., 

2018) 

Biomoléculas Náilon-6 2,2,2-Trifluoroetano 
(Dmitrienko et 

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 extração de naproxeno em amostras de 

águas residuais.   

 

4.2.1 Objetivos específicos  

i. Explorar a preparação de p-MIP; 

ii. Sintetizar e caracterizar o p-MIP;  

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

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

 

4.3.1 Reagentes e soluções  

Todos os produtos químicos, padrões e solventes utilizados foram de grau 

analítico, e todas as soluções foram preparadas com água ultrapura (18,2 MΩ cm-1 a 

25 ºC) do sistema de purificação Milli-Q (Millipore Corp., Madrid, Espanha).  

Para a preparação dos polímeros foram utilizados: naproxeno (99%, NPX) 

como molécula molde; náilon-6 (99%), álcool polivinílico (99%, PVA) e fluoreto de 

polivinilideno (99%, PVDF), ácido fórmico (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 

dimetilsulfóxido (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-2).      

      

4.3.2 Instrumentação 

Os dispositivos preparados foram lavados com metanol em um agitador orbital 

da marca Heidolph, modelo Vibramax 110. Quando necessário, o ajuste de pH das 

amostras e das soluções de trabalho foi realizado com o pHmetro digital da marca 

HANNA e soluções de NaOH e HCl, ambas 1,0 mol L-1.  

As análises cromatográficas para quantificação de NPX foram realizadas 

utilizando um equipamento Agilent (Palo Alto, CA) acoplado a um detector UV (série 

HP1100) (HPLC-UV) com medidas de absorbância em comprimento de onda 260nm, 

um amostrador automático e uma bomba binária. 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 móvel consistia em (A) solução aquosa 

de ácido acético 3% e (B) acetonitrila, misturadas na proporção 48:52. O volume de 

injeção foi de 20 µL. As análises foram conduzidas em condições de separação 

isocrática, vazão foi mantida constante em 1,2 mL min-1 e com um tempo de análise 

de 15 minutos por amostra. 

Todos os equipamentos utilizados pertencem ao grupo de pesquisa Affordable 

and Sustainable Sample Preparation (AS2P), da Universidade de Córdoba. 
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4.3.3 Síntese e preparação dos polímeros (p-MIP/p-NIP) 

Os MIPs foram preparados utilizando o método polymerization-free, uma 

adaptação do procedimento realizado por Díaz-Liñán et al. (2019). Foram investigados 

MIPs preparados a partir do PVDF, PVA, náilon 6 combinados aos solventes DMF e 

DMSO. As estruturas químicas dos reagentes estão apresentadas na Figura 4.1. 

 

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 (ácido fórmico, DMF ou DMSO) sob agitação vigorosa. Em 

seguida, o NPX (MM) em DMF (solvente porogênico) foi adicionado à solução e 

agitado por 15 minutos para mistura de todos os componentes. Posteriormente, 15 μL 

da mistura foram adicionados ao papel de filtro em formato circular (1,26 cm de 

diâmetro), previamente cortado. Essa etapa foi repetida três vezes, permitindo que os 

dispositivos secassem entre as adições. Os p-MIP obtidos foram mergulhados em 5 

mL de metanol e mantidos sob agitação por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi 

trocado e a agitação continuou por mais 30 minutos. Por fim, o p-MIP foi mergulhado 

em 5 mL de água deionizada e mantido sob agitação por 15 minutos. Os 

sobrenadantes dessas etapas foram injetados no HPLC para verificar a remoção do 

NPX. Após essa etapa, os p-MIP foram secos na capela do laboratório e armazenados 

em um frasco fechado. A preparação do p-NIP foi realizada seguindo o mesmo 

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

 

 

4.3.4 Avaliação do desempenho dos p-MIPs obtidos  

  Para avaliar a performance dos dispositivos preparados, verificou-se a 

eficiência de religação do NPX com os polímeros. Após a preparação dos p-MIPs/p-

NIPs, eles foram agitados com 5 mL de uma solução com concentração de 1 mg L-1 

de NPX por 15 minutos. Em seguida, foram lavados com água deionizada para 

remover os excessos de solvente. Os mesmos dispositivos foram então submetidos à 

etapa de eluição. Para isso, mergulhou-se em 0,5 mL de metanol, seguido por 0,5 mL 

de uma mistura de metanol:amônia (99:1 v/v) e foram agitados por 10 minutos. A 

quantificação de NPX residual foi determinada usando o método cromatográfico por 

HPLC, conforme descrito anteriormente. 

 Verificada a concentração de NPX remanescente da extração, foi possível 

determinar a porcentagem de adsorção de cada um dos polímeros, utilizando a 

Equação 4.1 (Madikizela; Chimuka, 2016): 

                           % 𝐴𝑑𝑠𝑜𝑟çã𝑜 =
 [𝐶𝑜]− [𝐶𝑒]

[𝐶𝑜]
∗ 100                                                  (4.1) 

Onde: Co = concentração inicial de NPX (mg L-1); Ce = concentração de NPX no 

equilíbrio (mg L-1); 

 



 

 

114 

4.4 Resultados e discussões  
 

4.4.1 Preparação dos p-MIP/p-NIP 

A preparação dos polímeros ocorreu via polymerization-free, ou seja, não foi 

necessário realizar uma síntese. Neste método, utilizou-se apenas a solubilização de 

resinas comerciais, seguida da mistura com o NPX, estabelecendo assim interações 

que podem resultar na formação de cavidades seletivas. Como ponto de partida para 

a preparação desses dispositivos, diversas composições dos reagentes foram 

avaliadas. Vale ressaltar que a escolha das resinas deste trabalho, considerou o 

caráter hidrofóbico delas, pois os dispositivos em papel serão empregados para 

extração de NPX em meio aquoso. Os valores empregados para cada um dos 

componentes são apresentados na Tabela 4.2. 

Na primeira tentativa, as resinas utilizadas foram o PVDF com o PVA. O objetivo 

dessa combinação era proporcionar mais pontos de interação para o NPX. Para 

preparar as misturas, 46,6 mg de PVDF foram solubilizados em 1 mL de DMF, 

obtendo-se assim uma solução estoque de 46 g L-1. Em seguida, foi preparada uma 

solução estoque de PVA solubilizando 10 mg em 10 mL de DMF, obtendo-se a 

concentração final de 1000 mg L-1. A mistura com o NPX ocorreu a partir dessas 

soluções estoques. Após a completa mistura dos reagentes por 15 minutos, alíquotas 

de 15 μL foram transferidas para o papel (diâmetro de 1,26 cm), comportando três 

adições consecutivas. Os p-MIPs e p-NIPs preparados com essas composições foram 

lavados com metanol e água para remoção da MM. Após a injeção dos sobrenadantes 

no HPLC, foi possível 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 preparação de p-MIP e 

p-NIP. Solvente utilizado DMF (continua).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Polímero 
NPX  

(mg mL-1) 
PVDF 

(mg mL-1) 
PVA 

(mg mL-1) 

p-MIPA 10 8 0 

p-NIPA 0 8 0 

p-MIPB 10 8 0,5 

p-NIPB 0 8 0,5 
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Tabela 4.2– Quantidade de reagentes utilizados na primeira preparação de p-MIP e 

p-NIP. Solvente utilizado DMF (conclusão).  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).  

        

Os p-MIPs e p-NIPs preparados com as composições de A-D não adsorveram 

o analito quando avaliados em concentração de 1 e 5 mg L-1, com tempos de contato 

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

condições experimentais, não se verificou a adsorção de NPX por nenhum dos p-

MIPs. Novas composições foram avaliadas, utilizando DMF e DMSO como solventes 

os valores utilizados estão apresentados na Tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3– Quantidade de reagentes utilizados na segunda preparação. 

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).  

Polímero 
NPX  

(mg mL-1) 
PVDF 

(mg mL-1) 
PVA 

(mg mL-1) 

p-MIPC 20 8 0 

p-NIPC 0 8 0 

p-MIPD 40 8 0,5 

p-NIPD 0 8 0,5 

Polímero 
NPX  

(mg mL-1) 
PVDF 

(mg mL-1) 
PVA 

(mg mL-1) 
Solvente 

p-MIPE 2 1 1 DMF 

p-NIPE 0 1 1 DMF 

p-MIPF 4 1 1 DMF 

p-NIPF 0 1 1 DMF 

p-MIPG 8 1 1 DMF 

p-NIPG 0 1 1 DMF 

p-MIPH 2 1 1 DMSO 

p-NIPH 0 1 1 DMSO 

p-MIPI 4 1 1 DMSO 

p-NIPI 0 1 1 DMSO 

p-MIPJ 8 1 1 DMSO 

p-NIPJ 0 1 1 DMSO 
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As concentrações dos reagentes foram aumentadas para que uma quantidade 

maior da mistura fosse adicionada ao papel, buscando melhorar a incorporação dos 

polímeros no papel. Os p-MIPs e p-NIPs sintetizados com novas condições foram 

submetidos ao procedimento de extração com NPX nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Não foi verificada adsorção dos analitos, de maneira similar as 

condições anteriores. Foi determinado o percentual em massa de cada reagente em 

cada uma das composições avaliadas e os resultados estão 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 monômeros destas duas resinas são estruturas 

pequenas, conferindo um peso molecular baixo para o polímero e poucos pontos de 

interação com o NPX.  

 

Tabela 4.4– Composições das misturas preparadas de p-MIP e p-NIP expressa em 

porcentagem (continua).  

Polímero Solvente 
NPX  

% m/v 
PVDF 
% m/v 

PVA 
% m/v 

p-MIPA 
DMF 0,2 0,8 0 

p-NIPA 
DMF 0 0,8 0 

p-MIPB 
DMF 0,2 0,8 0,05 

p-NIPB 
DMF 0 0,8 0,05 

p-MIPC 
DMF 0,4 0,8 0,05 

p-NIPC 
DMF 0 0,8 0,05 

p-MIPD 
DMF 0,8 0,8 0,05 

p-NIPD 
DMF 0 0,8 0,05 

p-MIPE DMF 0,2 0,1 0,1 

p-NIPE DMF 0 0,1 0,1 

p-MIPF 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-NIPG DMF 0 0,1 0,1 

     



 

 

117 

Tabela 4.4– Composições das misturas preparadas de p-MIP e p-NIP expressa em 

porcentagem (conclusão). 

Fonte: Elaborado pela Autora (2024). 

 

Uma alternativa para o preparo dos p-MIPs e p-NIPs foi a utilização do náilon-

6 como resina, pois seu uso já fora previamente demonstrado com outros analitos 

(Díaz-Liñán et al., 2020). Neste caso, um planejamento do tipo Box-Behnken foi 

aplicado, considerando a composição percentual dos reagentes. As composições 

utilizadas e o percentual de extração estão apresentados na Tabela 4.5. Como pode 

ser observado na tabela, os preparos com maior presença percentual de náilon (3, 5, 

6 e 11) apresentaram maior eficiência de extração de NPX pelos p-MIP quando 

comparado com outras composições. Entretanto, os valores de percentual de extração 

ainda são considerados baixos (~2,5%).  Destaca-se que as porcentagens obtidas 

para os p-NIPs foram menores em todas as condições. Portanto, o potencial da 

utilização do náilon-6 na síntese dos MIPs em papel pode ser explorado com potencial 

uso na extração de NPX em soluções aquosas.  

 

Tabela 4.5– Planejamento Box- Behnken para as composições de p-MIP e p-NIP 

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

Polímeros 
NPX Náilon-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 

Polímero Solvente 
NPX  

% m/v 
PVDF 
% m/v 

PVA 
% m/v 

p-MIPH DMSO 0,2 0,1 0,1 

p-NIPH DMSO 0 0,1 0,1 

p-MIPI DMSO 0,4 0,1 0,1 

p-NIPI DMSO 0 0,1 0,1 

p-MIPJ DMSO 0,8 0,1 0,1 

p-NIPJ DMSO 0 0,1 0,1 
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Tabela 4.5– Planejamento Box- Behnken para as composições de p-MIP e p-NIP 

expressa em porcentagem. Onde %ext = porcentagem de extração (conclusão).  

Polímeros 
NPX Náilon-6 DMF p-MIP p-NIP 

% m/v % m/v % m/v %ext %ext 

8 
9 

0,1 
0,1 

5,5 
5,5 

0 
8 

0,61 
0,99 

0,38 
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 utilização do método polymerization-free para preparo dos p-MIPs oferece uma 

perspectiva promissora para aplicação como método de extração. A simplicidade e 

sustentabilidade inerentes a esse método abrem caminho para aplicações práticas em 

diversas áreas, especialmente no monitoramento ambiental. A rapidez do método 

contribui para a facilidade do preparo, enquanto a potencial integração com outras 

tecnologias amplia as possibilidades de aplicações práticas. 

Algumas composições foram testadas para o preparo dos p-MIPs, porém sem 

sucesso na extração eficiente de naproxeno. Por isso, é necessário maior 

investigação das condições do preparo do material.  O teste inicial com náilon-6 

indicou que interações com o analito ocorreram, porém é necessário a avaliação de 

outras combinações dos reagentes, da composição do papel e das condições de 

extração. Não foi possível a continuidade dos experimentos, pois este trabalho foi 

desenvolvido durante o estágio na Universidade de Córdoba. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 Em síntese, os resultados obtidos nos trabalhos com os polímeros 

molecularmente impressos comprovam seu potencial para diversas aplicações 

analíticas. O uso do MIP-ACR combinado com o dispositivo DPX para extração e pré-

concentração de escopolamina em amostras de urina sintética não apenas melhorou 

a detectabilidade da determinação de SCP por Eletroforese Capilar, mas também 

contribuiu para um método mais sustentável, reduzindo o consumo de reagentes e 

minimizando a geração de resíduos.  

A integração de nanopartículas de sílica com polímeros fluorescentes de 

impressão molecular na síntese dos Si-FMIPs apresentou-se como uma abordagem 

seletiva e sensível para a detecção de captopril em amostras líquidas. Os Si-FMIPs 

demonstraram reconhecimento seletivo do captopril, com performance analítica 

satisfatória, incluindo ampla faixa de trabalho, baixo limite de detecção e repetibilidade 

adequada. 

Os p-MIPs elaborados pelo método polymerization-free não apresentaram boa 

extração do naproxeno. No entanto, as investigações realizadas sugerem que essa 

metodologia simplificada, ainda pouco explorada, tem potencial para a formação de 

cavidades seletivas com concentrações maiores dos reagentes. Assim, são 

necessários mais estudos deste procedimento de preparação, pois a combinação de 

MIPs em papel propiciará métodos analíticos mais acessíveis e eficientes para a 

detecção e monitoramento de diversos analitos. 

As vantagens inerentes aos MIPs, como alta seletividade e a possibilidade de 

adequação para reconhecimento molecular, tornam esses materiais uma interessante 

alternativa para aplicações analíticas sustentáveis. Alinhando-se aos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS), o uso estratégico dos MIPs contribui 

diretamente para metas como possibilitar a monitorização eficiente de resíduos 

farmacêuticos em águas residuais e promover práticas analíticas mais sustentáveis.
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