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RESUMO

Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) foram sintetizados e caracterizados para
aplicagdo na técnica de extragdo em fase solida (SPE), visando a determinagédo de
fenilalanina (Phe). Os MIPs foram sintetizados a partir do acido metacrilico, fenilalanina,
etileno glicol dimetacrilato, 2,2-azobisisobutironitrila, em cloroférmio. Também foram
sintetizados Polimeros Nao Impressos (NIPs) para controle da seletividade quimica dos
MIPs. Nesse estudo variou-se a razao “molécula molde / mondémero funcional” de forma
a otimizar as condigbes de sintese que ocorreu em temperatura de 4°C sob irradiagao
UV. A dessorcdao do molde foi realizada em extrator de Soxhlet por 64 horas e
monitorada via leitura em espectrofotémetro UV-Vis. Foram realizadas 10 sinteses,
sendo 8 MIPs e 2 NIPs. Desses, 3 MIPs foram escolhidos como objeto de estudo por
apresentarem diferentes proporcbées de molécula molde e monbémero funcional,
permitindo-se investigar a influéncia dessas proporcées na formacdo de sitios
especificos. Os MIPs e NIPs foram caracterizados empregando-se as seguintes
técnicas de andlise: FTIR, UV-Vis, MEV, DSC e TG. Foram analisados ndo somente os
produtos de reagdo, mas também os mondémeros e a molécula molde. Os MIPs também
foram avaliados quanto a capacidade de adsorcdo comparando-os aos NIPs para o seu
uso em SPE. Dentre os MIPs sintetizados e avaliados, dois apresentaram boa
capacidade adsortiva de fenilalanina, com um grau de adsor¢cdo entre 54 e 56%.
Comparando-os aos NIPs, para os quais foi obtido um grau de adsor¢cao em torno de
11,7%, foi possivel concluir que esses MIPs apresentaram-se especificos para a
determinagédo da Phe. Os MIPs avaliados por MEV apresentaram superficie mais
porosa apos o processo de extragdo. A estabilidade térmica dos MIPs, investigada por
andlise térmica, indicou que eles podem ser aplicados como sorvente para diversos
tipos de amostras, uma vez que sao estaveis até a temperatura de 200°C. Os estudos
realizados mostraram que alguns MIPs sintetizados apresentaram grande potencial para
aplicagdo em técnica de extragdo em fase solida.

Palavras-chave: fenilalanina, biopolimeros — sintese, extragao quimica.



ABSTRACT

Polymers Molecularly Imprinted (MIPs) were synthesized and characterized for use in
extraction technique in solid phase (SPE), to the determination of phenylalanine (Phe).
The MIPs are synthesized from methacrylic acid, phenylalanine, ethylene glycol
dimethacrylate, 2,2-azobisisobutironitrila in chloroform. Non Imprinted Polymers (NIPs)
were synthesized for control for the selectivity of MIPs. In this study we varied the ratio
"mold molecule / functional monomer" in order to optimize the conditions of synthesis
that occurred at 4 ° C under UV irradiation. The desorption of phenylalanine was carried
out in Soxhlet extractor for 64 hours and the monitoring via reading in UV-Vis
spectrophotometer. Syntheses were carried out 10, 8 MIPs and 2 NIPs. Of these, 3 MIPs
were chosen as study object for presenting proportions template molecule: functional
monomer more MIPs applied to the extraction technique in solid phase. The MIPs and
NIPs were characterized by the following analytical techniques: FTIR, UV-Vis, SEM,
DSC and TG. Not only analyzed the reaction products, but also the monomers and the
template molecule. The MIPs were also evaluated for their adsorption capacity
compared to the NIPs for use in SPE. Among the synthesized and evaluated MIPs, two
had good adsorption capacity of phenylalanine, an average degree of adsorption
between 54 and 56%. Comparing them to NIPs, which achieved the adsorption degree
of around 11,7%, it was concluded that these MIPs showed up specific to the
determination of Phe. MIPs avaliated by SEM showed more porous surface before
extraction process, an important feature for use in SPE. The thermal stability of the
MIPs, investigated by thermal analysis, showed that they can be applied as a sorbent for
different sample types, since they are stable up to the temperature of 200°C. The
synthesized MIP in the present study showed great potential for use in SPE technique.

Key Words: phenylalanine, biopolymers - synthesis, chemical extraction.
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1. INTRODUCAO

O reconhecimento especifico molecular € um requisito fundamental dos sistemas vivos.
Assim, nao é surpreendente que os cientistas ao longo dos anos tenham investido
grandes somas de tempo e esforco na tentativa de mimetizar fungdes biologicas
responsaveis pela seletividade inerente as interagbes enzima-substrato, antigeno-

anticorpo e farmaco-receptor.

O conceito de impressao molecular para formagao de anticorpos, processo no qual um
antigeno era usado como molécula molde (MM) para dar forma a cadeia polipeptidica
de anticorpos, surgiu a partir da teoria de Pauling (PAULING, 1940). Em 1949, o
trabalho de Dickey colocou em pratica a teoria de Pauling promovendo a utilizacao de
absorventes especificos com meméria inerente a uma dada molécula e capazes de se

religar seletivamente a mesma (DICKEY, 1949).

Dessa concepcao, idealizou-se produzir um polimero rigido, com seletividade atribuida
principalmente a sua estrutura tridimensional complementar a molécula molde, que
pudesse atuar de forma similar ao anticorpo, ou seja, que pudesse -efetuar
seletivamente o reconhecimento molecular (FERNANDES, 2012).

Atualmente, essa técnica encontra-se bem estabelecida, sendo rotineiramente intitulada
de Polimeros Molecularmente Impressos ou Molecularly Imprinted Polymers — MIPs,
que sao polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade a uma molécula de
interesse e podem ser moldados de acordo com sua utilizagdo. Eles apresentam
caracteristicas vantajosas como estabilidade quanto ao armazenamento a longo prazo,
resisténcia mecanica quanto a integridade fisica e inércia quimica a acidos, bases e
solventes organicos (TARLEY et al., 2005).

Em funcdo dessas caracteristicas, e dada sua alta seletividade, esses polimeros tém
sido bastante empregados no preparo de amostras atuando como adsorventes em
técnicas de separacao, tais como, cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC:
High Performance Liquid Chromatography) (HUNG, 2005), eletroforese capilar (CE:
Capillary Electrophoresis), eletrocromatografia capilar (CEC: Capillary
Electrochromatography) (SUEDEE et al., 2006), cromatografia em camada delgada
(MOSBACH, 1994), bem como em extracdo em fase sélida (SPE: Solid Phase
Extraction) (ANDERSSON, 1997) e em microextracdo em fase soélida (KOSTER, 2001),
muito empregados nas areas bioldgica, farmacolégica e alimenticia (MARTIN-STEBAN,
2001).



O emprego de MIPs como materiais adsorventes na técnica de extracdo em fase sélida
vem adquirindo destaque, sendo o principal campo de aplicacdo desses materiais pois
oferece alto grau de seletividade quando comparado com outros materiais, como
cartuchos de silica modificada (C18) e resinas de troca ibnica e, a0 mesmo tempo, por
serem mais estaveis que os adsorventes de origem biol6gica (imunosorventes) (CARO
et al., 2006; TAMAYO et al., 2007).

A SPE é um método amplamente empregado na extracao e concentracdo de analitos,
mesmo quando estdo presentes em baixos niveis de concentracdo, na remogao de
compostos interferentes em matrizes complexas e na mudang¢a do meio de solubilizagao
de um analito antes de sua analise cromatografica. Sendo assim, a SPE é considerada
um método muito importante para o preparo de amostras (YANG et al., 2006). Quando o
material adsorvente é um MIP, a técnica recebe a designacao de Molecular Imprinting
Solid-Phase Extraction (MISPE) (TARLEY et al. 2005).

Varios estudos foram realizados comprovando a utilidade do método MISPE na
extragdo de compostos em amostras biolégicas, biofluidos, tecidos, agua, solo e
plantas. As diversas pesquisas em impressao molecular disponibilizaram polimeros que
podem ser usados na detecgao de farmacos, toxinas, agrotoxicos, aditivos alimentares,
compostos toxicos, entre outros (PEREZ-MORAL e MAYES, 2004).

Um exemplo desses compostos tdxicos para 0 nosso organismo € a fenilalanina em
excesso e seus catabdlitos, que tém efeito toxico nas fungbes somaticas e do sistema
nervoso central, causando anormalidades como falhas no andar ou falar, hiperatividade,
tremor, microencefalia, falhas no crescimento e retardo mental, sendo essa doenca
denominada fenilcetonuria (CLARK, 2010).

A reducao desse aminoacido nos alimentos € essencial para a dieta de fenilcetonuricos.
Logo, é necessario o desenvolvimento de adsorventes mais especificos para

fenilalanina, visando a otimizacdo de métodos para sua remogao.

Varios métodos sdo utilizados para a remocao da fenilalanina, como adsor¢cao em
carvao ativado ou resinas de adsorcao, cromatografia de troca iénica, peneira molecular
ou filtragdo em gel, além de desaminacdo desse aminoacido pela enzima fenilalanina
aménia liase. Apesar do uso do carvao ativado comercial ser uma das formas mais
usadas para adsorcdo de aminodacidos, a utilizacdo desse processo gera um aumento
consideravel no custo do processo, devido a necessidade de regeneragdo do
adsorvente para posterior utilizagao. Além disso, existe a questdo da nao especificidade



do carvao ativado comercial, que ao ser aplicado na remocao da fenilalanina em
matrizes mais complexas, pode remover também outras substancias, como, por
exemplo, outros aminoacidos (CLARK, 2010). Tais limitagdes justificam a sintese de
MIP para a determinagéo de fenilalanina.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar polimeros
impressos molecularmente por meio do processo de polimerizagdo em solucao,
utilizando como molécula molde nos MIPs a fenilalanina, bem como estudar a aplicagao

desses polimeros na técnica de extragao em fase sélida.

Esse trabalho € composto de uma revisdo bibliografica, na qual sdo introduzidos e
discutidos alguns conceitos relativos aos polimeros, mais especificamente polimeros
molecularmente impressos, sobre molécula molde, sobre a aplicacao e as técnicas de
caracterizacdo dos MIPs, entre outros. No item seguinte, item 3, sdo abordados a
metodologia e o0s materiais utilizados na parte experimental. Os experimentos
envolveram a realizacdo da sintese dos MIPs e NIPs, o estudo de adsorcdo e a
extragdo da molécula molde. Posteriormente, os resultados obtidos na parte
experimental sdo apresentados e discutidos no item 4. No item 5, as conclusdes obtidas
no presente trabalho e as sugestdes para estudos futuros séo apresentadas. E, por fim,
encontram-se as referéncias bibliograficas (item 6) e os anexos com todos os dados
obtidos durante a execucgao desse trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo serdao abordados alguns tdpicos importantes para o desenvolvimento do
tema proposto, tais como: alguns conceitos sobre polimeros, breve histérico sobre a
origem dos polimeros molecularmente impressos, definicdo da técnica de impressao
molecular, os aspectos mais importantes envolvidos na sintese, os tipos de
polimerizagao utilizados, caracteristicas da molécula molde empregada, a aplicagao dos
MIPs, especialmente seu uso na técnica de extracdo em fase soélida, e os métodos de
caracterizacgao utilizados para os MIPs e NIPs sintetizados.

2.1. POLIMEROS

O termo polimero é usado para denotar moléculas constituidas pela repeticdo de
unidades mais simples chamadas de mero ou monémero. De acordo com a IUPAC
(Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), polimero pode ser definido como:
“Substancia composta de atomos ou grupo de atomos (unidades de repeticdo ou
mondmeros) interligados entre si em quantidades suficientes para desenvolver um
conjunto de propriedades que ndo varie significativamente com a adigdo de uma ou
mais unidades de repeticao” (GEDDE, 1999).

Os polimeros possuem uma caracteristica em comum, a de serem macromoléculas de
alta massa molar, que define suas propriedades fisico-quimicas. Existem também
macromoléculas de baixa massa molar, conhecidas como oligdmeros que consistem em
uma molécula com poucos monémeros. Suas propriedades fisicas variam com a adigao

ou a remogao de um ou mais monémeros de sua estrutura molecular (SILVA, 2006).

As moléculas que constituem os polimeros geralmente estdo ligadas umas as outras por
meio de ligagbes covalentes, enquanto moléculas separadas ou segmentos de uma
mesma molécula sao atraidas por forgas intermoleculares, também chamadas de forgas
secundarias, tais como ligacdes de hidrogénio e forga de “van der Walls”. As ligagdes
covalentes sdo caracterizadas por sua grande energia (35 a 150 Kcal/mol), pequena
distancia interatdmica e por manter os angulos entre as ligagdes sucessivas
relativamente constantes. As forgas secundarias sdo mais dificeis de caracterizar, pois
atuam entre as moléculas ou segmentos da mesma molécula, como dito anteriormente.
A intensidade deste tipo de forga, que pode chegar até 10 Kcal/mol, diminui

significativamente com o aumento da distdncia entre as moléculas e pode ser vista



como a energia de equilibrio entre as forcas de atracdo e repulsdo das moléculas
(RODRIGUEZ, 1982).

No geral, as ligagbes covalentes determinam a estabilidade térmica e fotoquimica dos
polimeros, enquanto as secundéarias determinam uma grande parte das propriedades
fisicas associadas a um composto especifico. Propriedades como fuséo, dissolucgéo,
difusdo, escoamento, adsorcao, etc., envolvem a formagéao e o rompimento de ligacdes
intermoleculares. Nos polimeros essas forcas também sao responsaveis pelos
movimentos de segmentos individuais de moléculas com cadeia longa (RODRIGUEZ,
1982).

O arranjo dessas ligagGes covalentes no espago permite criar um método conveniente
de classificacdo que ajuda a explicar as propriedades dos polimeros. Basicamente ha
dois tipos de arranjo: moléculas simples e moléculas reticuladas (cadeia cruzada). Essa
distincao € importante, pois a formacéao de ligagdes cruzadas tem um grande efeito nas
propriedades mecanicas dos materiais poliméricos. A insolubilidade desses materiais €
uma caracteristica dessa classe de polimeros e possui uma consideravel expansao em
certos solventes. Além disso, esse tipo de material ndo exibe escoamento plastico nem
solubilidade (SILVA, 2006).

As moléculas simples podem ser lineares ou ramificadas. Essa ramificagdo modifica em
muito as propriedades dos polimeros, ficando assim dependente do tamanho e da
quantidade de cadeias laterais. Em muitos materiais € importante controlar o tamanho
da ramificagao para determinar sua resisténcia mecénica e fisica (RODRIGUEZ, 1982).

Os polimeros formados por moléculas simples possuem uma estrutura definida pelas
ligacbes primarias e secundarias que podem determinar configuragdes diferentes para
um mesmo tipo de polimero. A configuracao é definida pelo método de polimerizacao
(reacdo que da origem ao polimero), e o polimero preserva essa configuracdo até que
haja uma reacao quimica. Uma mudanca na configuragdo requer a ruptura das ligacdes
quimicas. Outro tipo de mudanga na estrutura da cadeia polimérica é conhecido como
conformagéao, que é causada pela tor¢do da cadeia em torno de ligagdes simples, o que
nao acontece com ligagées duplas ou triplas (GEDDE, 1999). Os polimeros de rede
cruzada podem ser resultados da reticulacao de polimeros linear ou ramificado, ou

mesmo direto da polimeriza¢gdo de um ou mais monémeros.

Essas estruturas dos polimeros sdo de grande importdncia em suas propriedades,

como, por exemplo, polimeros ramificados com cadeias laterais curtas tém o efeito da



cristalinidade reduzida, os de cadeias laterais longas possuem as propriedades
reolégicas influenciadas pelo tamanho da ramificagdo e os com cadeia cruzada néo
podem ser fundidos (SILVA, 2006).

Outra propriedade relacionada ao tipo de estrutura da cadeia dos polimeros é seu
comportamento frente a mudancas de temperaturas. Com relacdo a este
comportamento, eles podem ser classificados, principalmente, como termoplasticos e
termorrigidos (RODRIGUEZ, 1982).

Polimeros termoplasticos é a classificagdo dada a materiais poliméricos que amolecem
e escoam quando sao submetidos a determinadas pressdes e aquecimento. Esse
escoamento ocorre sem variagao em sua estrutura quimica. A maior parte dos materiais
termoplasticos pode ser moldada varias vezes, podendo ser processada por métodos
como laminacao, injecao e extrusao, tendo, contudo, um limite no nimero de ciclos de
moldagem devido a degradacdo quimica. Além disso, ha um limite de temperatura,
acima do qual o material ndo pode ser reutilizado ( SOUSA, 1997).

Polimeros termorrigidos sdo materiais que, quando aquecidos pela primeira vez,
apresentam a possibilidade de formacdo de ligacdes covalentes intermoleculares
(ligagbes cruzadas), resultando em uma estrutura reticulada, insolavel e infundivel. O
polimero se torna duro, permitindo a produgdo de moldes rigidos. Aplicacdes
subsequentes de calor e pressao nao causam amolecimento ou escoamento, pois seu

comportamento em relagdo a remoldagem é irreversivel. (SOUSA, 1993).

Até agora foi mencionado que o polimero pode ser linear, ramificado ou de ligacbes
cruzadas. A reacdo que permite determinar o tipo de polimero é conhecida como
polimerizacdo, a qual consiste em unir pequenas moléculas (monémeros) por meio de
ligacbes covalentes. Este processo pode ser realizado de varias maneiras e pode-se

classifica-lo como a seguir (RODRIGUEZ, 1982):
e Pelo numero de ligagdes que cada mondmero pode fazer: funcionalidade.

e Pela cinética que governa a reacdo de polimerizacdo: polimerizacdo em etapas

versus polimerizagdo em cadeia.

e Pela reagdo quimica usada para produzir novas ligagdes: adicdo eténica,
esterificacao, etc.

e Pelo nimero de monb6meros usados: homopolimerizagdo ou copolimerizagao

(quando sao utilizados dois ou mais tipos de monémeros).



e Pelo processo de polimerizagdo: em massa, em solugdo, em suspensao ou em

emulséo.

Dentre todas essas possibilidades/condicdes de formacao de polimeros, existem os
polimeros molecularmente impressos (MIPs). Esses tém recebido atencao especial do
ponto de vista analitico em fungéo de sua alta seletividade na detecg¢édo de substancias.

2.2. POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

Os polimeros molecularmente impressos consistem em matrizes macromoleculares
sintéticas, obtidas com base em métodos de moldagem molecular e que sdo capazes
de reconhecer seletivamente moléculas biologicas, como farmacos e proteinas. A
especificidade na detec¢do de substancias € comparavel a dos anticorpos monoclonais
utilizados em técnicas imunolédgicas (SOUSA e BARBOSA, 2009).

A impressao molecular € uma tecnologia capaz de produzir polimeros dotados de sitios
especificos de reconhecimento, moldados a partir de uma molécula molde, sendo essa
0 proprio analito ou um composto de estrutura semelhante (CORMACK e ELORZA,
2004; SILVA, 2009).

As vantagens dos MIPs em relagdo aos materiais bioldgicos (enzimas e anticorpos)
incluem f&cil preparo, baixo custo, possibilidade de sintese em situa¢cdes onde nenhuma
biomolécula (receptor ou enzima) se encontra disponivel ou quando elas possuem um
alto preco e resisténcia a ambientes adversos, nos quais biomoléculas naturais nao
resistiriam, como, por exemplo, na presenga de acidos, bases, ions metalicos, solventes
organicos, altas temperaturas e alta pressao. Os MIPs podem ser armazenados secos
em temperatura ambiente por longos periodos de tempo, sem perda do desempenho

inicial.

MIPs sao obtidos por polimerizagcdo na presenga de uma molécula molde a ser
impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico é formado ao redor do futuro analito
ou de uma molécula com estrutura analoga. Apds a polimerizagdo a molécula que foi
impressa é removida por dissolugdo ou evaporacao (quando sao analitos volateis),
revelando sitios de ligacdo (cavidades) que sao complementares em forma e tamanho
do analito. Com essa estratégia, o resultado é uma “memoria” molecular no polimero,
que é apropriada para que ocorra um processo de inclusao reversivel do analito. A

primeira etapa da sintese consiste em misturar o monémero contendo grupos funcionais



complementares aqueles da molécula molde com a molécula molde, o que permite
formar em solugdo o complexo “monémero-molécula molde”, por meio de interagdes
(covalentes ou ndo covalentes) entre os respectivos grupos funcionais complementares.
Posteriormente, s&o adicionados ao meio reacional o reagente reticulante e o iniciador
radicalar de polimerizagao. Finalmente, a polimerizacdo € induzida por meio de calor

e/ou luz ultravioleta (UV) na auséncia de oxigénio.

Nesses polimeros, a etapa de sintese ocorre apds a formagao de um complexo entre o
mondmero funcional (MF) e a molécula molde (MM). Assim, as terminagdes ligantes dos
MF sdo posicionadas em pontos complementares aqueles provenientes da MM,
permitindo a formacao de ligagdes. Apds a adicdo de um agente reticulante (AR) e um
reagente iniciador, a reagcao de polimerizagao tem inicio, ocorrendo a formagéao de uma
matriz polimérica rigida (FIGUEIREDO et al., 2008; CORMACK e ELORZA, 2004). Um
esquema desse processo € ilustrado na Figura 1.

Em seguida, ap6s a extracao da molécula molde (também conhecida como molécula
chave, molécula alvo, molécula impressa, analito ou template), realizada por meio de
um solvente adequado, sdo formadas cavidades complementares a esse molde em
tamanho, forma e presenca de grupos funcionais (TARLEY et al., 2005; TAMAYO et al.,
2007). Tais cavidades constituem os sitios especificos de ligagdo que agem no
reconhecimento desse composto e/ou de substancias com estrutura semelhante a ele
(PECANHA, 2012).
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Figura 1: llustracdo esquematica do processo de impressao molecular (adaptado de
SILVA, 2009).

A combinacgéao e escolha dos reagentes para sintese de MIPs devem ser criteriosamente
avaliadas para cada analito, de forma a minimizar algumas caracteristicas indesejaveis,
como a formacao de polimeros pouco porosos com baixa eficiéncia de separacao
devido a formacéao de poucos sitios ativos (TARLEY et al., 2005).

A técnica de impressao molecular envolve a preparacdo em paralelo ao MIP de um NIP
(polimero controle), ou seja, um MIP sintetizado sem a presenca da molécula molde. A
formacgao das cavidades complementares em MIP pela interacdo com o analito pode ser
verificada pela maior retengcdo desse no polimero impresso, comparado ao NIP, em
determinadas condi¢des de analise que devem ser otimizadas para cada composto. Em
NIP, ocorre a formacdo de sitios ndo seletivos, de forma aleatéria, desprovidos de
cavidades complementares ao volume e posicao de grupos que podem interagir com o
analito, promovendo alguma retencao do mesmo (PECANHA, 2012).

O primeiro resultado positivo no uso de polimeros impressos foi obtido em 1971, por
Gunter Wulff e Ali Sarhan, que descreveram a sintese de um polimero enantioseletivo
para o acido glicérico, onde as interacées entre a molécula e os monémeros funcionais
eram de natureza covalente. A principal caracteristica desses polimeros era sua alta

seletividade, como consequéncia da boa interagdo entre os monémeros funcionais e a
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molécula molde. Contudo, cabe ressaltar que o processo de retirada da molécula molde
do sitio de ligagdo mostrou-se dificil, sendo necessario, em alguns casos, 0 emprego de
condicdes drasticas de hidrolise (FERNANDES, 2012; PECANHA, 2012).

Em 1972, Wulff escreveu sua primeira patente sobre impressdo molecular, embora essa
nao tenha sido publicada antes de 1974. Esse material esbogou muitos conceitos do
método de impressao molecular, incluindo polimerizacdo de radicais livres,
condensacao e adi¢do para dar forma a poliuretanos. Apresentava, também, exemplos
usando interagbes covalentes e nao covalentes. O primeiro artigo académico sobre a
sintese de polimeros impressos foi publicado por Wulff e colaboradores (1973),
considerado pelos autores como a publicagdo mais importante do grupo, desde que
eles expuseram o principio que sustenta o conceito de impressdao molecular
(FERNANDES, 2012).

Desde entdo, esses materiais tém recebido grande atencdo por causa das vantagens
em relagdo aos materiais biolégicos, que atuam no mecanismo de reconhecimento
molecular. A facilidade de sintese, o baixo custo dos reagentes empregados, a
estabilidade quimica, fisica e térmica do material por longos periodos de tempo, a
capacidade de ser estocado sem perder sua especificidade e a possibilidade de
reutilizagao do polimero, apés a limpeza do mesmo, sdo algumas dessas vantagens
(JODLBAUER et al., 2002).

2.2.1. VARIAVEIS DO PROCESSO DE SINTESE DE MIPs

A seletividade dos MIPs depende fundamentalmente do processo de sintese e,
consequentemente, das variaveis envolvidas: propor¢cdes molares entre a molécula
molde e mondmero funcional, tipo e quantidade de solvente, quantidades do agente
reticulante e do iniciador radicalar (IR), tempo e processo de polimerizagdo. Um bom
conhecimento de equilibrio quimico entre os compostos envolvidos, da teoria de
reconhecimento molecular e de termodinamica sdo importantes para que seja obtido um
MIP com elevado niumero de cavidades (KATZ, 1999). Desta forma, a otimizacao dos
parametros envolvidos na sintese é essencial para a confecgdo de MIPs. Relativamente
as moléculas molde para as quais ainda nao existe um protocolo de sintese, ha a
necessidade de se conhecer profundamente todas as variaveis envolvidas e suas
interdependéncias (SPIVAK, 2005). De fato, a escolha da molécula molde, do
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mondmero funcional, do agente reticulante e do iniciador radicalar sdo de extrema
importancia na sintese de MIPs (GRASSI, 2008).

2.2.1.1. MOLECULA MOLDE

Em todos os processos de moldagem molecular, a MM assume uma importancia
fundamental, ja que é responsavel pela definicdo da organizagdo espacial dos grupos
funcionais existentes nos MF. A estrutura molecular da molécula molde determina o tipo
de mondmero funcional a ser utilizado na sintese, ja& que as ligagbes quimicas entre

ambos € que fundamenta o reconhecimento molecular (PECANHA, 2012).

A molécula molde deve ser avaliada quanto a presenca de grupos funcionais capazes
de se ligar aos mondmeros funcionais, a fim de se formar um complexo estavel. Por
outro lado, essa molécula ndo deve possuir grupos que acelerem ou retardem a
polimerizacdo (como, por exemplo, o grupo tiol), bem como grupos polimerizaveis que
certamente promoverao sua inser¢ao dentro da rede polimérica e, consequentemente, a
nao formacgao dos sitios de reconhecimento (CORMACK e ELORZA, 2004).

No entanto, para uma variedade de reagbes, nem todos os moldes sédo diretamente
favoraveis ao modelamento. Em termos de compatibilidade com a polimerizacao, os
moldes devem ser, preferencialmente, quimicamente inertes sob as condi¢cdes de
polimerizacdo. Assim, se 0 molde apresentar reagdes radicalares ou reagdes instaveis
sob as condicbes da polimerizacao, estratégias de impressao alternativa devem ser
pesquisadas como a substituicdo da mesma por um andlogo estrutural (CORMACK e
ELORZA, 2004).

Quando as interagcbes existentes entre a MM e o0 monGmero sao de natureza nao-
covalente, é necessario que a MM possua um maior numero de grupos funcionais
capazes de interagir de forma a aumentar a forca do complexo formado (PICHON,
2006).

E importante ressaltar que a maior parte dos compostos utilizados com sucesso como
moldes (por exemplo, nicotina, esteréides e aminoacidos) apresentam uma massa
molar relativamente baixa (MAHONY et al., 2005). O tamanho da molécula molde € um
fator influente na seletividade dos MIPs. Assim, MIPs para moléculas grandes sao
comprovadamente menos seletivos, em virtude da formagdo de sitios especificos

“‘grandes”, o que permite a entrada de outras moléculas pequenas presentes na
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amostra. O trabalho de MINOURA e RACHKOV (2001), apresenta uma alternativa
elegante para o reconhecimento de uma proteina. Nesse caso, o MIP foi sintetizado
para uma sequéncia de quatro aminoacidos presentes na molécula de oxitocina
(oligopeptideo). Dessa forma, o reconhecimento da proteina ocorre indiretamente ao
reconhecimento do peptideo. Nesse mesmo contexto, alguns trabalhos interessantes
foram propostos, com destaque para o artigo de TAIl e colaboradores (2005), que relata
uma metodologia capaz de diagnosticar a dengue, baseada no reconhecimento de uma
proteina por meio de uma sequéncia de aminodacidos (TAl et al., 2005).

2.2.1.2. MONOMERO FUNCIONAL

Os mon6meros funcionais sdo responsaveis pelas interagdes das ligagbes quimicas nos
sitios impressos. A escolha do monémero é realizada conforme a natureza da molécula
molde (BELTRAN et al., 2010). Sendo assim, € claramente importante combinar os
grupos funcionais do molde com os grupos funcionais do monémero em uma forma
complementar, a fim de favorecer a formagdo do complexo, como também a impressao
resultante (CORMACK e ELORZA, 2004). Dessa forma, moléculas molde que possuem
grupos funcionais bésicos interagem mais facilmente com monémeros que contenham

grupos acidos, e vice-versa (TARLEY et al., 2005).

As interagdes quimicas entre o molde e 0 monémero podem se dar por meio de ligacao
covalente ou n&o-covalente, tais como, ligagdo de hidrogénio, interagéo dipolo-dipolo,
interacdo ibnica, interacdo hidrofébica ou por transferéncia de carga (TARLEY et al.,
2005; SPIVAK, 2005).

Existem varios monémeros funcionais com estruturas quimicas e polaridades diversas
disponiveis comercialmente e muitos outros podem ser sintetizados. A Tabela 1
apresenta as estruturas quimicas de uma selecao dos mais importantes monémeros
funcionais, sendo o acido metacrilico (MAA) e a 4-vinilpiridina os mais usados na
sintese de MIP para moléculas basicas e acidas, respectivamente; bem como os tipos
de interacdes desses com o analito (TARLEY et al., 2005; GRASSI, 2008).

Esses mondémeros normalmente possuem constantes de associacdo com a molécula
molde muito baixas para formar um complexo estavel. Por esse motivo, os monémeros
devem ser usados em excesso, geralmente na proporcdo de 4:1 (fracdo molar) em
relacdo a molécula molde, de modo a deslocar o equilibrio para a formacado do
complexo (ANDERSSON et al., 1984; MARTIN-ESTEBAN, 2001).
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Tabela 1: Mondmeros funcionais tipicamente utilizados no preparo dos MIPs (adaptado
de TARLEY et al., 2005).

Mondmero funcional Nome do monémero Tipo de interagio com o analito
L on
Acido acrilico Interagio idnica e ligagio de hidrogénio
0
OH f
Acido meta-acrilico Interaglo idnica e ligagio de hidrogénio
Q
AVES
|
A OH o L L
\/Y Acido p-vinilbenzédico Interagio idnica e ligagio de hidrogénio
Q
S0:H Acido acrilamidosulfénico  Interafio inica
Q
NH - . . - -
NR, Amino metacrilaminada Interagiio i6nica
0
| 4-Vinilpiridina Interacdo ibnica, ligacio de hidrogénio e transferéncia de carga
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=
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TN S S .
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=/
//’ N]'Iz
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Misturas de monémeros funcionais também podem ser usadas para prover cavidades
mais especificas no polimero. A copolimerizacdo e complexacdo do molde durante a
sintese podem ocorrer (CORMACK e ELORZA, 2004).

Desta forma, a escolha do mondémero funcional ou de uma mistura de monémeros deve

ser cuidadosa.
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2.2.1.3. AGENTE RETICULANTE

O agente reticulante ou monémeros multi-funcionais permitem ligar quimicamente duas
ou mais cadeias poliméricas. Em um polimero impresso, 0 agente reticulante cumpre
duas fungdes majoritarias: controlar a morfologia da matriz polimérica, a qual pode ser
macroporosa ou microporosa, e fornecer a estabilidade mecanica a matriz do polimero,
devido a reticulacdo entre as cadeias poliméricas. Além disso, alguns agentes
reticulante podem, em alguns casos, estabelecer o sitio de ligagao impresso com a MM
(FERNANDES, 2012).

Para razdes de agente reticulante relativamente baixas (inferiores a 5%) ou para razoes
mais elevadas de reticulante, porém em presenca de baixos volumes de solventes
termodinamicamente compativeis com a matriz polimérica, podera nao ocorrer a
separacao de fases da matriz polimérica durante o processo de polimerizagao. Nesse
caso, o produto apresenta-se como um polimero do tipo gel, ligeiramente solvatado, que
colapsa apds secagem, dando origem a um polimero vitreo ou amorfo. Em geral, esses
materiais apresentam superficies especificas muito baixas no estado seco (dado que as
cadeias poliméricas estdao muito proximas umas das outras), expandem
significativamente em solventes termodinamicamente adequados e apresentam
propriedades mecanicas fracas, em especial quando a razdo de agente reticulante &
muito baixa. Os géis poliméricos tém tido poucas aplicacbes nos processos de
moldagem molecular, devido, entre outros aspectos, as suas mais fracas propriedades
mecénicas (SOUSA e BARBOSA, 2009).

Para razdes de reticulante relativamente mais elevadas (acima de 20%) e/ou em
presenca de maiores volumes de solvente, a matriz polimérica em crescimento tera
condigbes de permitir a separagdo de fase no meio de polimerizagdo, originando a
formacao de polimeros macroporosos. O termo “macroporoso”, que pode ser utilizado
como sinénimo do termo “macrorreticular”, € adotado para realcar o fato dos polimeros
serem porosos, mas sem qualquer implicagdo no que diz respeito aos detalhes da
morfologia do polimero, como, por exemplo, a dimensdo média dos poros ou a
distribuicao das respectivas dimensées. Os polimeros macroporosos sao caracterizados
por apresentarem estruturas permanentemente porosas, mesmo no estado seco, e
superficies especificas muito mais elevadas do que as dos polimeros do tipo gel. Além
disso, os polimeros macroporosos sao mecanicamente mais robustos do que os géis

poliméricos, dado a maior concentragcdo de agente reticulante. Por essas razdes, 0s
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polimeros macroporosos sao geralmente preferidos quando se pretende desenvolver
eficazmente MIPs (SOUSA e BARBOSA, 2009).

A formulacédo 6tima da razdo mondmero funcional / agente de reticulacao deve ser
determinada por otimizacdo empirica por meio da sintese e avaliacdo de varios
polimeros. Esse processo requer bastante tempo e os resultados obtidos nao podem
ser generalizados para qualquer molécula molde (GRANADO, 2011). A maior parte dos
estudos efetuados, indicam que a porcentagem otima de agente de reticulacdo se
encontra na faixa de 50 a 80%, relativamente ao monémero funcional (MAHONY et al.,
2005).

Um grande numero de agentes reticulantes € compativel com a impressdao molecular.
Alguns sdo capazes de complexar simultaneamente com o molde e, assim, atuarem
como mondmeros funcionais. As estruturas quimicas de alguns agentes reticulantes
bem conhecidos s@o apresentadas na Figura 2 (FERNANDES, 2012).

Cabe destacar que o etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) tem sido o AR mais
largamente empregado devido a formacao de polimeros térmica e mecanicamente
estaveis, pois 0 mesmo combina um éster metacrilato reativo com um espacgador curto,
permitindo um numero elevado de conformacdes e um certo grau de rigidez no polimero
resultante (FIGUEIREDO, 2008; SOUSA e BARBOSA, 2009).

Esse composto apresenta dois grupos vinilicos polimerizaveis, um em cada extremidade
da cadeia, que reagem com cadeias ativas, sendo o produto final da polimerizacao nao
linear, mas sim, um polimero no qual vérias cadeias lineares estdo entrecruzadas.
Esses grupos vilinicos sado reativos frente a radicais livres, cations ou anions, e formam
espécies de transicdo que podem ser adicionadas a duplas ligagoes. Tal processo gera
um novo centro ativo e a repeticdo sucessiva do mesmo permite a formacao do
polimero (SELLERGREN, 2001). Assim, o EGDMA atua como um mondémero estrutural
uma vez que ele cria uma estrutura polimérica tridimensional que preserva os grupos do
mondmero funcional em uma posicdo fixa e complementar a molécula molde,
garantindo rigidez e estabilidade aos sitios de ligacdo. Por isso, o EGDMA deve ser
utilizado em excesso em relagdo a quantidade de monémero funcional, a fim de que a

estabilidade mecanica do material seja garantida (SPIVAK, 2005).

Outro AR bastante utilizado é o trimetacrilato de trimetilolpropano, em virtude de
produzir MIP com elevada seletividade e com maior capacidade de carregamento
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(SOUSA e BARBOSA, 2009). Portanto, a escolha do agente reticulante, a ser utilizado

na sintese, depende principalmente do tipo de aplicagdo para o polimero.
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Figura 2: Estruturas quimicas dos AR mais empregados nos MIPs (adaptado de
COMARK e SOUZA, 2004).

2.2.1.4. SOLVENTE

O solvente é outra variavel importante na sintese de MIP, sendo que sua funcao é

solubilizar os reagentes da sintese (MM, MF, AR e IR). No entanto, ele ndo deve

interferir na interacdo molde-monémero, uma vez que tal interferéncia pode conduzir a

formacao de sitios de ligacdo pouco seletivos e de pequeno numero (TARLEY et al.,

2005).

Além dessa funcdo, o solvente também é responsavel pela criagdo dos poros nos

polimeros. Por esse motivo, € muito comum referir-se ao solvente como porogénico.

Quando polimeros macroporosos estdo sendo preparados, a natureza e quantidade do
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solvente podem ser utilizados para controlar a morfologia € o volume total dos poros
(SPIVAK, 2005).

Logo, se é utilizado um solvente termodinamicamente favoravel, a tendéncia é produzir
polimeros com estrutura de poros bem desenvolvida e com grande area superficial
especifica; ao contrario, utilizando um solvente desfavoravel termodinamicamente,
polimeros pouco porosos e com pequenas areas superficiais especificas sao obtidos, os
quais apresentam baixa capacidade de reconhecimento molecular, devido basicamente
a lenta difuséo dos analitos em direcdo aos sitios seletivos localizados nos microporos.
Conclui-se portanto que, aumentando o volume de solvente (porogénico), aumenta-se o
volume dos poros (TARLEY et al., 2005; CORMACK e ELORZA, 2004).

Outro fator importante a se destacar € que a capacidade térmica, bem como o volume
do solvente (em relacdo aos demais reagentes), estdo diretamente relacionados a
estabilidade mecanica e a quantidade dos poros do MIP. A porosidade do MIP, por sua
vez, facilita a difusdo da MM nos sitios seletivos, aumentando a capacidade de
reconhecimento molecular do MIP (FIGUEIREDO et al., 2008).

Além de seu duplo papel, como solvente e como um agente de formacéo de poros, na
polimerizagdo impressa nao-covalente, o solvente deve ser escolhido com critério, para
que ele possa maximizar a probabilidade da formagdo do complexo molde-mondémero
funcional. Assim, solventes apolares, apréticos, com baixa constante dielétrica, como,
por exemplo, tolueno e cloroférmio, oferecem um meio adequado, pois nao interferem
nas interagdes ocorridas por meio de forcas eletrostaticas e de ligagdo de hidrogénio.
Entretanto, se forgas hidrofébicas estdo sendo utilizadas para a formagao do complexo,
metanol e agua podem ser os solventes de escolha (MATSUI et al., 1997; HAGINAKA et
al., 2008).

Cabe ressaltar que, como regra geral, apés o preparo do polimero e a extracdo do
analito da cavidade seletiva, o MIP resultante tera maior afinidade pelo analito quando o
mesmo estiver em um meio similar aquele empregado na sintese. Desse modo, o
reconhecimento molecular de um MIP ocorre preferencialmente no mesmo meio
reacional no qual foi sintetizado (TARLEY et al., 2005; BARROS, 2010).
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2.2.1.5. INICIADOR RADICALAR

O iniciador radicalar tem como fungéo criar radicais livres que possibilitem o inicio e a
manutencdo da reacao de polimerizagdo do agente reticulante em torno do complexo
molde-mondémero funcional. Apds ser adicionado na reagao, o iniciador radicalar sofre
uma quebra homolitica em sua estrutura, desencadeada por estimulos externos como
temperatura ou radiagdo UV, a fim de gerar os radicais que iniciam a polimerizagdo
(CORMACK e ELORZA, 2004).

A escolha do iniciador deve ser definida em funcéo das propriedades fisico-quimicas do
molde. Por exemplo, se um molde for fotoquimica ou termoquimicamente instavel,
iniciadores que podem reagir fotoquimica e termoquimicamente, respectivamente, nao
devem ser selecionados. Se a interacdo ocorrer por ligacdo de hidrogénio, a
polimerizagdo deve ser feita em baixas temperaturas, e nessas circunstancias, os
iniciadores ativos fotoquimicamente s&o mais indicados (TARLEY et al, 2005;
CORMACK e ELORZA, 2004).

O iniciador 2,2-azobisisobutironitrila € o mais empregado na sintese dos MIPs, mas
outros também podem ser utilizados como, por exemplo, azobisdimetilvaleronitrila e o
peréxido de benzoila (FIGUEIREDO et al., 2008; FERNANDES, 2012), sendo sua
escolha dependente da temperatura de sintese a ser empregada e do analito (GRASSI,
2008). Na Figura 3 constam os inciadores radicalares mais utilizados em sintese de
MIPs. Caso o AIBN seja empregado como iniciador radicalar, a MM deve ser estavel a
temperatura de, aproximadamente, 60°C ou a radiacao UV, uma vez que esse iniciador
€ utilizado nessas condicoes (CORMACK e ELORZA, 2004; FIGUEIREDO, 2009). O
iniciador AIBN sofre homolise sob irradiacdo por meio de uma lampada de vapor de
mercurio com emissdo entre 345-365nm para gerar os radicais livres requeridos
(SPIVAK, 2005).

O controle da polimerizagéo é basicamente ditado pela velocidade de formacao desses
radicais, pelo ajuste de temperatura ou radiagdo UV e pela composicdo quimica dos
compostos envolvidos (SELLERGREN, 2001). A estabilidade da temperatura € muito
importante para se obter um polimero bem estruturado. Variagbes bruscas na
temperatura podem acarretar a formacao descontrolada de radicais, bem como interferir

na quantidade de cavidades impressas, comprometendo o desempenho dos MIPs.

Além das varidveis citadas, cabe ressaltar a necessidade de conduzir a reacdo na

auséncia de oxigénio por meio de purga de nitrogénio, argdnio ou ainda empregando
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banho ultra-som. Pois, se presente, o oxigénio pode levar a uma diminuicao de radicais
que prejudicam a polimerizagéo (TARLEY et al., 2005).

a
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CH, CN CH, CN —CH, O
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2,2' — aro-bis-butironitrila azo-bis-isso-dimetilval éronitrila dimetilacetal de benzila
(AIBN) (ABDV)
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Perdxido de benzoila (BPO) 4,4' —azo-bis(4-ciano pentaendico)

Figura 3: Estruturas quimicas de iniciadores radicalares usados em sinteses de MIPs
(adaptado de TARLEY et al., 2005).

2.2.2. TIPOS DE IMPRESSAO: COVALENTE, NAO-COVALENTE E SEMI-
COVALENTE

Basicamente, duas principais estratégias para impressdao molecular sdo estabelecidas,
tendo como base se o molde estd associado com os MF por meio de interagdes
covalentes ou interagdes nao-covalentes. As vezes, uma impressdo molecular baseada

em interagdes semi-covalentes também pode ser utilizada.

Os procedimentos de sintese baseados nas interacdes nao-covalentes sdo amplamente
utilizados, porque sao relativamente simples em termos experimentais e uma maior
variedade de funcionalidades pode ser introduzida dentro dos sitios de ligacao do MIP
usando esses tipos de interagbes. A etapa de complexagdo durante a sintese é
alcangada misturando a MM com o MF em um solvente adequado. Depois da sintese, o
molde é removido da matriz polimérica por meio de simples procedimentos de lavagem
com um solvente ou mistura de solventes. A etapa de religagdo do molde pelo MIP é
realizada por interacbes nao-covalentes (ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo,
eletrostatica, hidrofdbica ou de transferéncia de carga entre 0 molde e o monémero
funcional, entre outras) (CARO et al., 2006).
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Esse tipo de interacdo apresenta ainda como vantagens a maior flexibilidade de
aplicagéo dos MIP para diferentes analitos e a facilidade de eluigdo (ANDERSSON et
al., 1984).

Todas essas caracteristicas oferecem varias vantagens sobre os procedimentos
baseados nas interagdes covalentes, em que a formacgao de ligacdes covalentes entre o
molde e o MF é necessaria antes da polimerizacao. Além disso, para extrair o molde da
matriz polimérica, apds a sintese via interagdo covalente, tem-se que romper essas

ligagdes, sendo, na maioria das vezes, necessaria a realizagdo de clivagem quimica.

Normalmente sdo necessarios esforcos consideraveis na sintese da prépria molécula-
molde e frequentemente também se verificam situagbes de baixa cinética na sua
recaptacé@o, que implica no restabelecimento de uma nova ligagao covalente. Por esta
razdo, essa abordagem é dificil de compaginar nos casos em que sao requeridas
cinéticas rapidas de ativacao/desativagdo (AL-KINDY et al., 2000).

Entretanto, polimeros preparados por ligacdo covalente possuem sitios mais seletivos,
dada a uniformidade gerada pelos mesmos. Porém, quando essa estratégia é adotada,
a necessidade de monb6meros e analitos que estabelecam ligacbes covalentes
restringem a aplicabilidade dos MIP para poucos analitos, podendo ser empregada
somente para moléculas pertencentes a classe dos alcoois, aldeidos, cetonas, aminas
ou &cidos carboxilicos (WHITCOMBE, 1995). A Figura 4 mostra a representacao

esquematica dos tipos de interagdes citados.
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Figura 4: Tipos de ligacdes na impressdo molecular: (A) impressao nao covalente e (B)

impressao covalente / semi-covalente.

Na tentativa de otimizar o processo de impressao, surge a técnica de impressao semi-
covalente. Tal interagdo € um hibrido das duas interacdes anteriores. Assim, sé@o
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estabelecidas ligacdes covalentes entre o molde e o MF antes da polimerizacao,
enquanto que, uma vez que o molde foi removido da matriz polimérica, a subsequente

religagao do analito pelo MIP ocorre por interagdes nao-covalentes (CARO et al., 2006).

2.3. PROCESSOS DE POLIMERIZAGAO

A escolha da técnica de polimerizagao dependera do tipo de aplicagdo pretendida do
MIP nas diferentes areas quimicas.

As técnicas mais utilizadas para o preparo dos MIPs, especialmente para seu emprego
em técnicas de extracdo e separacao, sao: polimerizacdo em solug¢do, por suspensao,
por precipitacdo, por expansdo em multietapas (multi-step swelling) e por emulsao,
conforme demonstrado na Figura 5. Cada um desses procedimentos envolve o controle
de diferentes paradmetros durante a sintese e produz polimeros com propriedades
diferentes (PEREZ-MORAL e MAYES, 2004).

(A) Polimerizag&o em solugéo (B) Polimerizagéo por suspenséo

L . 0o ..
' - o (% =~ o.wo:-=>0.=-0.
-oe N/
(

D) Polimerizacdo por expanséo em
multietapas

(C) Polimerizagao por precipitacao

(E)

Figura 5: Representacao esquematica das etapas de sintese dos diferentes processos
de polimerizacédo (adaptado de PEREZ-MORAL e MAYES, 2004).



22

2.3.1. POLIMERIZACAO EM SOLUCAO

Cronologicamente, o primeiro método de polimerizagdo empregado para sintetizar
polimeros molecularmente impressos foi baseado na polimerizacdo em solugao. Esse é
considerado o método universal de preparo dos MIPs, basicamente devido a sua
simplicidade (TARLEY et al., 2005; PEREZ-MORAL e MAYES, 2004). A reacao é
realizada em sistemas homogéneos, utilizando, exclusivamente, solventes organicos.
Ele consiste na mistura de todos os componentes (molécula molde, mondémero
funcional, solvente, agente reticulante e iniciador radicalar) num frasco reacional sob
atmosfera de argbnio ou de nitrogénio, uma vez que a presenga de oxigénio consome
os radicais livres formados (CORMACK e ELORZA, 2004), prejudicando ou até mesmo
inibindo a polimerizagao. O resultado é um bloco polimérico, o qual deve ser triturado,
moido e peneirado para a obtengao de particulas de tamanho variando de 20 a 150um.
Logo depois, o polimero € submetido a uma lavagem com solvente para extracdo do

analito, visando seu uso posterior.

O processo em solugao pode ocorrer pela polimerizagao por adi¢cdo, que é uma reagao
em cadeia, onde unidades monoméricas sao agrupadas, uma de cada vez, para formar
o polimero. As poliadicdes apresentam trés diferentes etapas reacionais: a iniciagao, a
propagacao e a terminacdo, todas com velocidade e mecanismo diferentes. Na
iniciacdo, radicais livres formados a partir da dissociacdo de iniciadores reagem com
moléculas de monémero formando um centro ativo, o qual dara inicio a formacéo da
cadeia polimérica. A propagacdo envolve o crescimento dessa cadeia a medida que
mais unidades do monémero sao adicionadas sucessivamente ao centro ativo formado.
A terminacdo envolve o desaparecimento do centro ativo com a consequente
desativacdo da cadeia polimérica por meio de reagcdes com espécies quimicas ativas ou
inertes, encerrando o crescimento dessa cadeia (RODRIGUEZ, 1982).

Uma desvantagem desse processo € a producao de areas heterogéneas na matriz
polimérica, resultante da falta de controle durante o processo de polimerizagdo, em
particular, quando a iniciagcdo radicalar por radiagdo UV é utilizada (PEREZ-MORAL e
MAYES, 2004).

Desta forma, os MIPs obtidos pelo método de polimerizagdo em solugdo sdao mais
indicados para técnicas de extragdo como a SPE em funcdo da obtencéo de particulas
da ordem de micrémetros (QIAO et al., 2006), ao passo que seu uso é desfavoravel
como fase estacionaria em HPLC, pois a heterogeneidade das particulas reduz a

eficiéncia cromatografica, além de se observar, em alguns casos, elevadas



23

contrapressoes e baixa transferéncia cinética de massa (TARLEY et al., 2005; YILMAZ
et al., 2002).

Diante dessas consideragdes, novas concepgdes de preparo de MIP sao relatadas na
literatura, com intuito de produzir particulas com tamanhos uniformes. Ao contrério do
método de polimerizacdo em solugdo, cuja sintese é realizada num sistema
homogéneo, a maioria dos novos métodos de preparo contemplam reacbes em
sistemas heterogéneos. Entre eles pode-se citar a polimerizagdo por suspensao
(MAYES e MOSBACH, 1996), por expansao em multietapas (KUBO et al., 2003), por
precipitagcao (YE et al., 1999) e por sol-gel (DICKEY, 1955).

2.3.2. POLIMERIZACAO POR SUSPENSAO

A polimerizagdo por suspensdo tem como objetivo a obtencdo de microesferas com
maior homogeneidade de tamanho. A reagédo polimérica ocorre dentro das gotas do
mondmero dispersas num solvente imiscivel, geralmente agua (FIGUEIREDO et al.,
2008).

Os reagentes da sintese (MF, MM, AR e IR) sao dissolvidos em solvente organico e, em
seguida, adicionados na fase dispersiva (polar), sendo a fase apolar voltada para o
interior da micela, normalmente estabilizada pelo emprego de um tensoativo,
geralmente o alcool polivinilico ou polimeros a base de sais organicos. A polimerizagao
ocorre apdés o0 aquecimento do meio reacional sob agitacdo. O polimero obtido no
formato de esferas é facilmente separado da fase aquosa (FIGUEIREDO et al., 2008).

Apesar de possuir como vantagem a uniformidade do tamanho das particulas, algumas
moléculas de agua se dissolvem na mistura polimérica interferindo na interagao analito-
monémero, principalmente quando essa se da por ligagdo de hidrogénio. Além disso,
quando mondmeros e analitos possuem elevada solubilidade em agua, pode ocorrer
particdo desses constituintes da fase orgénica para o meio aquoso, resultando num
polimero com baixo reconhecimento molecular. A polimerizagdo por suspensao é mais
adequada para analitos e monémeros que interagem preferencialmente por interacdes
hidrofobicas e ibnicas (TARLEY et al., 2005).

Com o objetivo de solucionar a limitagdo constatada no método de polimerizagdo por
suspensdao em meio aquoso, foi desenvolvida a polimerizagdo em suspensao

empregando o agente dispersante perfluorocarbono. Esse agente € imiscivel em muitos
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compostos organicos e, consequentemente, permite a formacdo de uma fase inerte
apropriada para a polimerizagdo. Além das vantagens em relacdo ao meétodo de
polimerizagdo por suspensao em meio aquoso no que tange a influéncia da agua, no
método com o emprego de perfluorocarbono é possivel também controlar o tamanho
das particulas poliméricas (de 5 a 50 ym) alterando a massa do dispersante (TARLEY
et al., 2005).

2.3.3. POLIMERIZAGCAO POR PRECIPITACAO

O método de preparo de MIP por meio de polimerizagcao por precipitacdo € analogo ao
métédo de polimerizacdo em solugcao, porém, volumes superiores de solventes sao
empregados. Enquanto que, no método convencional (solucdo) normalmente sao
utilizados volumes de 10mL, no método por precipitacdo sdo usados cerca de 5 vezes
mais. Nesse método ndo é necessario usar nenhum tipo de estabilizante para evitar a
coagulacdo das gotas de mondébmero. A formacado de particulas poliméricas ocorre
devido ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da reagéo, o que torna o polimero
cada vez menos soluvel no meio (TARLEY et al., 2005).

Além disso, a precipitagdo também ocorre em face da formacédo de ligagbes cruzadas
no polimero, tornando-o também pouco solavel no solvente reacional. Devido a esses
fatores, a formacao de microesferas na forma de um precipitado é assegurada sem a
necessidade de se empregar agentes estabilizantes. A polimerizagdo por precipitacdo
também produz particulas com tamanhos pequenos e uniformes (diametro entre 0,3 -
10um) com maior rendimento da reacao, em torno de 85% (FIGUEIREDO et al., 2008).

A sintese dos MIPs por polimerizagdo por precipitagdo € induzida por luz ou
aquecimento na auséncia de oxigénio, quando ambos, mondémero e analito, sao
dissolvidos no solvente, seguido da adicdo do agente reticulante e iniciador radicalar.
Nesse método as microparticulas sdo obtidas por meio de centrifugacéo e essas, por
possuirem didmetros reduzidos, tornam-se uma desvantagem quando tais polimeros
sao utilizados como fase estacionaria em HPLC, dada a elevada pressao resultante
dentro da coluna cromatografica (TARLEY et al., 2005).
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2.3.4. POLIMERIZACAO POR EXPANSAO EM MULTIETAPAS

O método de polimerizagao por expansao em multietapas é o mais trabalhoso e envolve
basicamente o emprego de particulas poliméricas com diametro bem definido
(geralmente poliestireno com didametro de 1um) (FIGUEIREDO et al., 2008).

Diferente de outros métodos, as particulas poliméricas atuam como solventes,
permitindo a producdo de polimeros com tamanhos e poros maiores. Primeiramente,
uma microemulsdo de particulas de poliestireno é preparada em agua contendo o
tensoativo dodecil sulfato de sédio e o solvente dibutilftalato. O sistema é agitado até
eliminar a microemulsdo. Em seguida, a expansado das particulas de poliestireno é
efetuada apds adicdo de uma microemulsédo preparada a partir do iniciador radicalar,
solvente e alcool polivinilico como agente estabilizante. Ap6s um determinado tempo de
agitacao, o analito junto com o monémero funcional e o agente reticulante dispersos em
agua, além de alcool polivinilico, sdo adicionados ao meio. O sistema é novamente
agitado, caracterizando a segunda etapa de expansao das particulas de poliestireno.
Por fim, a reagao de polimerizagdo do MIP é iniciada sob agitacdo e induzida por
aquecimento sob atmosfera inerte. As particulas monodispersas do MIP séo
posteriormente separadas do sobrenadante e submetidas a uma lavagem com solvente
para extracdo do analito. As mesmas se apresentam com didmetro entre 2 - 50um
(TARLEY et al., 2005).

2.3.5. POLIMERIZACAO POR EMULSAOQO

O método de polimerizagdo por emulséo (ou in situ) envolve a formagao de um nucleo
polimérico, em fase aquosa contendo os mondmeros e iniciador, adicionada de
tensoativos e com controle de temperatura e agitacdo. As particulas obtidas sao
filtradas e colocadas para reagir em nova fase aquosa com tensoativo, mondémeros,
iniciador e o analito. As particulas de MIP vao se formando ao redor do nucleo, em
forma de concha (denominada core-shell). As particulas obtidas por esse método séao
monodispersas e podem ser produzidas em um intervalo de tamanho coloidal de 0,05 -
2um (PEREZ-MORAL e MAYES, 2004).

A Figura 6 mostra a morfologia das particulas obtidas pelos métodos de polimerizagao
aqui descritos.
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Polimerizacdo em bulk
Polimerizacdo por precipitacio
Polimerizacdo por expansio em
multi-etapas

Polimerizacdo por suspensdo
Polimerizacdo in sifu

mo OEE

Figura 6: Morfologia das particulas obtidas por diferentes métodos de polimerizagao
(adaptado de BELTRAN et al., 2010).

2.4. APLICAGAO DA TECNOLOGIA DE IMPRESSAO MOLECULAR EM SPE

Dentre as aplicacdes da tecnologia de impressao molecular, pode-se citar os sensores
quimicos, as técnicas de separagdo como a cromatografia, a eletrocromatografia capilar
e a extracao em fase sélida. Porém, deve ser dada uma relevancia maior ao emprego
de MIP como fase sélida em SPE, devido ao grande numero de trabalhos relativos a
essas aplicagdes. Por outro lado, especificamente para cromatografia liquida e
eletroforese capilar, salienta-se que a grande maioria dos trabalhos remete ao emprego
de MIP em separacdes quirais.

A extracdo em fase sélida existe na sua forma atual desde a década de 1970. Porém,
foi a partir de 1994 que ela adquiriu maior popularidade, quando os fabricantes
inseriram no mercado 84 produtos, com inumeras fases extratoras (LANCAS, 2004). A
SPE é uma técnica de extragao liquido-solido baseada nos mecanismos de separacao
da cromatografia liquida classica. Em sua forma mais simples, emprega um pequeno

tubo aberto (cartucho de extracédo) que contém a fase soélida (fase extratora).

Em uma extracdo, a matriz contendo o analito é colocada na parte superior do cartucho
e aspirada sob vacuo. Ocorre a interacao entre analito e fase extratora, com posterior
eluicdo dos compostos de interesse com um solvente adequado, de forma a coletar o
analito de interesse em concentragcéo apropriada para andlise.
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Atualmente é a técnica de preparo de amostras mais comum em muitas areas da
quimica analitica. Existem dois formatos basicos de sistemas para uso na SPE:
cartuchos e discos. Os mais utilizados sao cartuchos de polipropileno contendo de 50 a
500mg de sorvente de 40-60um de tamanho de particula, fixado no cartucho por meio
de dois discos de retengéo, os frits. Os discos geralmente sdo constituidos de matrizes
de PTFE (politetrafluoretileno) embebidas ou impregnadas com a fase sorvente e sao
mais usados na extracao de tracos de analitos de grandes volumes de amostra aquosa
(LANCAS, 2004).

Na SPE, a amostra é percolada através de uma fase sélida que retém os solutos de
interesse. Esses sdo posteriormente eluidos com pequeno volume de solvente. Essa
técnica oferece algumas vantagens sobre a tradicional extragdo liquido-liquido, entre
elas pode-se citar: alta concentracdo do analito no extrato final; maior seletividade;
alternativas de escolha de fase sélida, permitindo a extracdo de praticamente todos os
compostos de matrizes aquosas ou organicas; pouco manuseio da amostra; auséncia

de emulsdo; baixo consumo de vidrarias e facilidade de automagéao (POOLE, 2002).

Entretanto, como qualquer outra técnica de preparo de amostras, apresenta algumas
limitagbes, como a dificuldade de serem extraidas mais de 4 amostras
simultaneamente, no modo manual (ainda que no comércio sejam oferecidos sistemas
multicomponentes — manifolds - para uso de 10 ou mais cartuchos). Também séo
relatadas variagbes nos resultados de analises realizadas em cartuchos de diferentes

marcas e mesmo de diferentes lotes disponiveis no mercado.

Os parametros operacionais relevantes em SPE sdo: natureza do sorvente, volume da
amostra, natureza dos solventes, formato do sistema de extracdo e modo de operacéo.
A capacidade retensiva dos cartuchos depende da massa do sorvente, da afinidade do
sorvente pelo analito, do volume da amostra e da natureza e quantidade de impurezas
(OLIVEIRA et al, 2007). Uma grande variedade de sorventes sao disponiveis
comercialmente. Em geral, os materiais de recheio para SPE sao similares aos usados
em cromatografia liquida. Adsorventes como carvao ativado, alumina, silica gel, silicato
de magnésio (Florisil), fases quimicamente ligadas e trocadores idnicos organicos e
inorganicos sdo usados. Fases denominadas de “especiais”, mais seletivas, tém sido
introduzidas nos Uultimos anos, como 0s imunosorventes, fases poliméricas, por
exemplo, o copolimero de estireno entrecruzado com divinilbenzeno e polimeros
molecularmente impressos (LANCAS, 2004; OLIVEIRA et al., 2007).
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Em geral, os procedimentos da SPE compreendem 4 etapas, que sdo condicionamento,

carregamento, limpeza e eluicdo (LANCAS, 2004) ilustradas na Figura 7 e descritas a

seguir:

Condicionamento da fase extratora com solvente adequado para ativacao dos
sitios ativos disponiveis que possivelmente ligardo os analitos presentes na
amostra. A fase soélida deve ser umedecida previamente ao carregamento para
favorecer a passagem homogénea da amostra pelo cartucho evitando a

formacgéo de canais preferenciais;

Carregamento que consiste na introdugdo da amostra com velocidade
satisfatéria, propiciando o contato amostra/fase extratora mesmo quando ocorre

a retencao do analito e, as vezes, de alguns interferentes;

Limpeza da coluna para remocéo dos interferentes retidos. E importante que o
solvente de limpeza tenha caracteristicas quimicas para eluir apenas os
compostos indesejaveis, nao interferindo na retengdo do analito na fase
extratora. Apds passagem do solvente de limpeza, a fase extratora deve ser
secada para remogao de todo residuo dessa etapa;

Eluicdo dos analitos através de pequeno volume de solvente que arrasta

preferencialmente os analitos retidos na fase extratora para posterior analise.

:JL +
*
3 ¢ 4
——
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.il;
& ) +
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condicionamento percolacéo da amostra limpeza Eluido '
analito + interferentes dos
analitos

Figura 7: Representacao esquematica da técnica de extracao em fase sélida (adaptado

de MACHEREY-NAGEL, 2006).
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A etapa critica da aplicacdo de SPE consiste na retencdo de compostos interferentes
que apresentem capacidade de adsorcdo similar ao analito. Em fungdo da né&o
seletividade dos sorventes, algumas estratégias alternativas tém sido adotadas.

O emprego dos MIP na extracao em fase sélida permite extracdes altamente seletivas e
consiste na percolacdo da amostra em colunas recheadas com os polimeros impressos
molecularmente, ou seja, as particulas do polimero sao dispostas entre dois discos de
retencao nos cartuchos de SPE, onde a espécie de interesse fica retida. As etapas de
extragdo, concentracdo e isolamento sdo possiveis em um Unico passo. (MOSBACH,
2000).

Outra estratégia é sintetizar o polimero dentro dos cartuchos de SPE; a limpeza e a
remogao do molde sdo realizadas no mesmo cartucho da extragdo, como citado em
artigo de revisédo por PICHON (2006).

A aplicagéo extensiva dos MIPs como fase sélida em SPE se deve as vantagens que
proporciona, como: simplicidade de aplicacdo, alto grau de seletividade quando
comparados a sorventes convencionais como C18 (cartucho de silica modificada) e
resinas de troca ibnica, bem como a extracdo de interferentes da amostra
(FIGUEIREDO, 2009).

BRAVO e colaboradores (2007) sintetizaram um MIP a base de acido metacrilico para a
extracao seletiva de dietilbestrol, um composto estrogénico normalmente encontrado em
baixas concentracbes no ambiente. Apds a extracdo, o eluato foi diretamente injetado
em um equipamento de HPLC. A seletividade do MIP foi avaliada frente a diversos
compostos da mesma classe tais como hexestrol, estrona, estriol, estradiol e
etinilestradiol. O MIP apresentou boa seletividade e também boa capacidade de pré-
concentracdo. Os autores também enfatizaram como principais vantagens, a
possibilidade de trabalhar com grandes volumes de amostras (pré-concentracao), as
restritas etapas de manipulagdo das amostras, a rapidez, a reprodutibilidade e o baixo
custo (BRAVO et al., 2007).

O trabalho de FERNANDEZ-LLANO e co-autores (2007) relatou a sintese de um MIP
seletivo a diclofenaco empregando-se 2-(dimetilamino) etil-metacrilato como mondémero
funcional. O polimero foi aplicado para a extragéo de diclofenaco em urina seguido de
quantificagdo por voltametria de pulso diferencial. Os resultados foram satisfatérios em
termos de seletividade e sensibilidade.
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O trabalho de ARIFFIN e colaboradores (2007) relatou a sintese de um MIP para
diazepam empregando &cido metacrilico como mondémero funcional. O polimero foi
usado na extragao seletiva de diazepam e outros benzodiazepinicos em amostras de
cabelo seguidas da separagao e quantificagdo por cromatografia liquida com detector
de massa sequencial. Essas amostras foram inicialmente lavadas e depois pré-
extraidas com metanol. O extrato foi secado e o residuo foi suspenso em tolueno para a
execucao na SPE. Os autores promoveram uma comparacao entre a SPE usando C18
e MIP como fase sélida. O cromatograma da extragdo usando MIP foi mais limpo que
aquele obtido apo6s o uso de C18.

ZURUTUZA e co-autores (2005) sintetizaram um MIP para benzoilecgonina, um
metabdlito da cocaina, empregando acido metacrilico como monémero funcional. O MIP
foi entdo empregado em uma SPE e os resultados demonstraram seletividade
satisfatoria na extragao de benzoilecgonina em amostras aquosas. Segundo os autores,
0 sucesso na preparacao e avaliagdo do MIP pode representar a primeira etapa para a
construgdo de um sensor para detectar a presenca de cocaina por meio de seu
metabolito.

Embora uma imensa variedade de MIPs tenha sido empregada em procedimentos de
SPE, ressalta-se nao haver uma variagdo significativa na configuragdo desses
procedimentos. Assim, o aspecto inovador das novas propostas, recai inteiramente nas
variagdes da rota de sintese e dos reagentes empregados na mesma, além de estudos
relacionados as etapas de lavagem. Dessa forma, alguns materiais mais seletivos e
com um maior percentual de sitios especificos tém sido propostos, tornando ainda mais
atraente essa técnica dentro da area de separacao.

2.5. FENILALANINA

A fenilalanina (Phe) é um aminoacido essencial, ou seja, ndo é sintetizado pelo
organismo humano, devendo ser obtido por meio da alimentacdo. E classificada como
um aminoacido apolar e possui um anel aromatico em sua cadeia lateral (LEHNINGER,
2011). Sua estrutura molecular é representada pela Figura 8.

Os aminoacidos, em meio aquoso, possuem propriedade anfétera. Isto ocorre porque o
grupo carboxila, sendo acido, pode perder um préton (H*) por dissociacdo e o grupo
amino, basico, pode capturar um préton (H*). Se ambos os grupos estédo ionizados, o
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resultado é o chamado zwitterion (do alemao, significando ion de ambas as cargas,

positiva e negativa).

Figura 8: Estrutura molecular da fenilalanina (adaptado de LEHNINGER, 2011).

A fenilalanina se apresenta na forma de um cristal branco ou pé cristalino, sem odor ou
com um leve odor caracteristico e com um sabor levemente amargo. Prontamente
soluvel em &cido férmico, moderadamente solUvel em agua e praticamente insoluvel em
etanol. Dissolve-se em acido hidrocloridrico diluido. Apresenta valores de pK em 2,11 e
9,13, e ponto isoelelétrico (pl) em 5,48 e possui massa molar igual a 165,18g.mol”,
além de ponto de fusdo de 283°C (LEHNINGER, 2011).

A fenilalanina € um aminoacido comum que usualmente esta presente em todas as

proteinas de origem animal ou vegetal na proporcao de 3 a 6 % (CLARK, 2010).

Existe um grupo de pessoas que sofre de uma doenca hereditdria chamada
fenilcetondria (PKU). A essas pessoas falta uma enzima que é necessaria para digerir
a fenilalanina. Essa, como néo é absorvida, passa a acumular-se no organismo até ser
convertida em compostos téxicos, designados por fenilcetonas (como o fenilacetato e a
fenetilamina), que sao expelidos pela urina. Os doentes com PKU que ingerem
a fenilalanina sofrem de diferentes sintomas de toxicidade, incluindo atrasos mentais

(especialmente em criancgas) e disturbios intelectuais nos adultos.

A baixa ingestdo de proteinas é preconizada no tratamento dietoterapico dos
fenilcetondricos, por isso, varios métodos tém sido propostos com o intuito de reduzir
esse aminoacido nos alimentos (CLARK, 2010).

Os métodos usados para a remogao de fenilalanina baseiam-se na liberacdo desse
amino&cido por hidrélise quimica ou enzimatica, sendo posteriormente removido por
tratamentos diferenciados. Varios métodos sao utilizados para a remogao, como
adsorcao em carvao ativado ou resinas de adsorcdo, cromatografia de troca idnica,
peneira molecular ou filtragdo em gel, além de desaminagao desse aminodacido pela
enzima fenilalanina amdnia liase. A escolha do método deve considerar a praticidade, a
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reprodutibilidade e a relacdo custo/eficiéncia de cada tratamento e ainda apresentar
reconstituicao e utilizagédo viaveis (CLARK, 2010).

2.6. SINTESE DE MIP A PARTIR DA FENILALANINA

Varios estudos tém mostrado que a polimerizagdao dos MIPs a baixas temperaturas
forma polimeros com maior seletividade em relacdo a MIPs sintetizados a altas
temperaturas. Nos estudos realizados com MIPs, considera-se baixas temperaturas
valores menores que 10°C e altas temperaturas valores iguais ou superiores a 50°C.

Para polimerizar em temperaturas mais baixas € necessario empregar a polimerizagao
por processo fotoquimico. A decomposicao térmica de azo-inibidores é a fonte comum
mais usada na formacdo de MIPs baseados em divinilbenzeno e metacrilato. A
decomposigao fotoquimica do AIBN permite que os MIPs sejam preparados em
temperaturas menores, resultando num aumento na eficiéncia de separacdo dos
polimeros (GRANADO, 2011).

Varias técnicas com o emprego dos MIPs tém sido aplicadas na separagao de inumeros
compostos em matrizes biolégicas, ambientais, alimenticias, entre outras. Para a

sintese de MIP a partir da fenilalanina, poucos trabalhos foram desenvolvidos.

SPIVAK (2005), MOSBACH e co-autores (1991) apresentaram um estudo sobre a
enantiosseletividade de polimeros impressos usando como molécula molde a L-
fenilalanina anilida. Um polimero foi obtido a 60°C (KEMPE e MOSBACH, 1991) e outro
foi sintetizado por processo fotoquimico a 0°C (O’'SHANNESSY et al., 1989). O ultimo
processo resultou em um polimero de maior seletividade (BARROS, 2010). A razao foi
baseada no principio de Le Chatelier, o qual afirma que temperaturas menores irao
conduzir o complexo pré-polimérico em diregao a formagéao do complexo, aumentando o

numero e a qualidade dos sitios de ligagcdo formados.

LIN e colaboradores (1997) realizaram um trabalho onde os enantiémeros D e L do
aminoacido fenilalanina foram separados por eletrocromatografia (CEC) capilar
contendo MIP como material seletivo. Com base nos eletrocromatogramas, a separagao
dos enantidbmeros D e L da fenilalanina foi obtida, porém a resolugao nao foi satisfatéria
(Rs = 1,22), basicamente devido aos reduzidos numeros de pratos teoricos. Para
exemplificar a importancia do didmetro das particulas em separacgdes eletroforéticas, os
autores desse trabalho fizeram a separacao enantiomérica da D e L fenilalanina por
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eletroforese capilar (CE) em gel. A diferenga do emprego dos MIPs em CE em gel e em
CEC decorre que, na primeira, as particulas obtidas do MIPs sao incorporadas com gel
(geralmente poliacrilamida) e entédo inseridas dentro do capilar, enquanto que na CEC o
processo de formagao dos MIPs ocorre in situ. Em CE em gel, o controle do diametro de
particulas do MIP assegurou melhor resolugdo cromatografica (Rs = 1,41).

Alguns trabalhos descreveram a utilizagdo de diversos adsorventes na remogao de

fenilalanina em solugdes aquosas.

LEE e colaboradores (2006) verificaram a adsorcéao e dessor¢ao de fenilalanina em um
adsorvente polimérico nao iénico, em diferentes pHs e temperaturas. A capacidade de
adsor¢gdo méaxima alcancada foi de 41,3mg.g" em pH 7 e temperatura de 10°C.
Resultado similar foi obtido por DIEZ e co-autores (1998), avaliando a adsorcdo de
fenilalanina em quatro tipos de resinas poliméricas. LONG e colaboradores (2009)
investigaram a adsorgao de diversas biomoléculas, incluindo a fenilalanina, em aerogéis

esféricos de carbono e obtiveram capacidade de adsorgéo de 66,07mg.g™.

O desenvolvimento de adsorventes mais especificos para fenilalanina, visando a
otimizacdo de métodos para sua remogao, torna-se extremamente importante, uma vez
que esse fator tem sido preocupante considerando-se a doengca PKU. Na literatura nao
existem trabalhos sobre MIPs a partir da fenilalanina como adsorventes em SPE. Assim,
a sintese de um polimero impresso utilizando a fenilalanina como molécula molde com

vistas a sua aplicagao na técnica de SPE se justifica.

2.7. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

A formacao de polimeros porosos altamente reticulados ndo é uma ciéncia inteiramente
preditiva e os materiais resultantes ndo sdo facéis de serem caracterizados
completamente. O uso de técnicas como ressonancia magnética nuclear no estado
sélido (RMN) e espectroscopia de absor¢gdo molecular na regiao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), bem como técnicas de analise térmica (PECANHA,
2012), nem sempre permitem uma caracterizagdo total uma vez que 0s processos de

impressao sao realizados em nivel molecular.

No entanto, em recentes trabalhos envolvendo ressondncia magnética nuclear, foi

possivel verificar a formacdo de ligagbes dos mondmeros funcionais ao redor da
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molécula molde. Estudos envolvendo espectrofotometria no UV-Vis e diferencas de
temperatura na eluicdo em HPLC também tém sido relatados (GRASSI, 2008).

Com o objetivo de conhecer os aspectos quimicos e morfolégicos dos MIPs, além de
elucidar o comportamento dos polimeros sintetizados, foram utilizadas as seguintes
técnicas e métodos analiticos: espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, microscopia eletrénica de varredura,
calorimetria exploratéria diferencial, termogravimetria e espectrofotometria de absorgao

na regiao do ultravioleta-visivel.

2.7.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORGCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) é aplicada para analises qualitativas e quantitativas de compostos
organicos e inorgéanicos. A técnica de FTIR pode ser usada para caracterizar e
identificar materiais, monitorar reagdes quimicas e para determinar a auséncia ou

presenca de grupos quimicos especificos (SILVERSTEIN et al., 2007).

Uma molécula emite sinal na espectroscopia de infravermelho se houver uma mudanca
no momento de dipolo durante uma vibracao, o que significa que as moléculas que tém
ligacdes assimétricas sdo ativadas por radiagao infravermelho. Moléculas simples tém
somente um tipo de ligagao, a qual pode estirar. Moléculas mais complexas podem ter
mais ligacdes, as quais podem vibrar de varias formas diferentes, como estiramento
(stretching) simétrico e assimétrico, tesoura (scissoring), balango (rocking), abano
(wagging) e torcao (twisting) (SILVERSTEIN et al., 2007).

2.7.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A técnica de microscopia eletrdnica de varredura mostra as alteragdes na superficie da
amostra. Ela mostra a mudanga na morfologia e topografia, a rugosidade, fissuras ou
outra heterogeneidade na superficie. A superficie da amostra é explorada com um feixe
de elétrons. Os elétrons secundarios e retro-espalhados produzidos sdo detectados e
usados para gerar uma imagem da amostra (AMIN et al., 2007).
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O microscépio eletrbnico de varredura é capaz de produzir imagens de alta ampliagao
(até 300.000 vezes) e resolugao. As imagens fornecidas pelo MEV possuem um carater
virtual, pois o que é visualizado no monitor do aparelho é a transcodificagao da energia
emitida pelos elétrons da superficie da amostra.

Outra caracteristica importante do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem das
amostras, resultado direto da grande profundidade de campo. Permite, também, o
exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que é
extremamente Util, pois a imagem eletrdnica complementa a informagédo dada pela
imagem &ptica (DEDAVID et al., 2007).

2.7.3. ANALISE TERMICA

Anadlise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reagao, é
monitorada em funcédo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra,
sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma programacgéao controlada (WEST,
1984).

As principais técnicas de andlise térmica sdo a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), que mede a quantidade de energia absorvida ou liberada por uma amostra em
funcao da temperatura ou tempo e a termogravimetria (TG), que monitora a mudancga na
massa de uma substancia em funcao da temperatura ou tempo, enquanto a amostra é

submetida a um programa controlado de temperatura (SILVA, 2006).

As propriedades térmicas basicas de um material sdo descritas pela dependéncia de
sua entalpia com a temperatura (PERRY, 1984).

2.7.3.1. TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A termogravimetria € definida como um processo continuo que envolve a medida da
variagdo de massa de uma amostra em fungdo da temperatura (varredura de
temperatura), ou do tempo a uma temperatura constante (modo isotérmico) (WEST,
1984).
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As areas de aplicagédo de TG incluem a determinagéo de pureza, de teores de umidade,
de volateis e de residuos, da composigéo de blendas e copolimeros, da estabilidade
térmica do material, da eficiéncia de retardantes de chama e antioxidantes, da cinética
de reagdes e muitas outras. Sua aplicagao na analise de polimeros se deu em fungéao
da necessidade do conhecimento de fatores como estabilidade térmica e oxidativa de
polimeros, tdo importantes e determinantes das condigbes de processamento do
material (OHLWEILER, 1978).

2.7.3.2. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é usada para investigar as propriedades
térmicas de materiais organicos e inorganicos. Ela fornece informagdes quantitativas
sobre essas mudancas térmicas incluindo a taxa de transferéncia de calor. Dentre as
aplicacées podemos citar a determinacao qualitativa e quantitativa de transigbes de
fases tais como ponto de fusao, temperatura de transigao vitrea, cristalizagao, estudo de
cinética de polimerizagdo, de decomposicao, de cura e testes de estabilidade oxidativa
(WEST, 1984).

Na DSC mede-se a quantidade de calor envolvido na transformacdo. Quando uma
transicao térmica ocorre na amostra, energia térmica é transferida tanto para a amostra
quanto para a referéncia com o objetivo de manté-las a mesma temperatura. Como esta
energia transferida é exatamente equivalente a quantidade de energia absorvida ou
liberada na transigdo, o balanceamento fornece uma medida direta desta energia
envolvida no processo, a temperatura na qual ocorreu a transicdo (PERRY, 1984).

2.7.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV-
VISIVEL

Na espectrofotometria de absorcdao na regidao do ultravioleta-visivel sdo usados
instrumentos destinados a medida da energia radiante emitida ou absorvida por dada
substancia pesquisada. A amostra analisada absorve certa fragdo da luz incidente e
transmite a restante. A luz transmitida é captada por um detector, que a transforma em
um sinal elétrico, o qual é intensificado por um amplificador. Por meio desse sinal
elétrico é expresso um valor de absorbancia que pode ser correlacionado com a
concentracao da substancia pesquisada (WILLARD et al., 1979; SKOOG et al., 2002).
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3. METODOLOGIA

A seguir, sao descritos os procedimentos analiticos empregados nesse estudo, onde
realizou-se a sintese e a caracterizacdo dos polimeros molecularmente impressos a
partir da molécula molde fenilalanina e dos polimeros nao impressos em condicées que
serdo apresentadas. Posteriormente, a extracdo da molécula molde fenilalanina dos
polimeros impressos foi realizada e, na sequéncia, procedeu-se aos ensaios de
adsorcao.

3.1. SINTESE DOS MIPs E NIPs

O processo de sintese selecionado nesse estudo para a producado dos MIPs e NIPs foi
via polimerizagdo em solucdo e as interages entre a molécula molde e 0 monémero
funcional foram de natureza nado-covalente. A sintese foi adaptada de HUNG e
colaboradores (2005). A reagcdo em questdo se deu por crescimento de cadeia via

radical livre.

O acido metacrilico foi utilizado como mondémero, o etileno glicol dimetacrilato como
agente de reticulacédo, o 2,2-azobisisobutironitrila como iniciador, a fenilalanina como

molécula molde e o cloroférmio como solvente.

A sintese dos MIPs foi realizada utilizando-se monémero funcional em excesso com
relacdo a quantidade de Phe, pois, assim, procurou-se garantir que 0 mesmo pudesse
interagir com todos os sitios disponiveis no molde (SPIVAK, 2005).

Dentre os varios reagentes reticulantes disponiveis no mercado, optou-se por utilizar o
etileno glicol dimetacrilato uma vez que o mesmo tem sido empregado em larga escala
e com grande sucesso na sintese de MIP (AL-KINDY et al., 2000; TARLEY et al., 2005).

O cloroférmio foi utilizado como solvente pelo fato de ser apolar e com constante
dielétrica baixa, favorecendo, dessa forma, a estabilidade das interacdes analito-

monodmero, além de fornecer um meio onde o analito e mondémeros fossem sollveis.

Nesse estudo variou-se a razao “molécula molde / monémero funcional”, de forma a
otimizar as condi¢des de sintese, usando a seletividade como critério de otimizagéo,
uma vez que tal fator influenciam as propriedades de ligagéo e seletividade dos MIPs.
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Para o estudo da influéncia da razdo “molécula molde / monémero funcional” nas
propriedades dos MIPs, foram sintetizados MIPs com diferentes razdes “molécula

molde / mondmero funcional” conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Quantidades dos reagentes utilizadas na sintese dos MIPs a partir da

fenilalanina.
MIP Fenilalanina MAA EGDMA AIBN(g) Cloroformio Tempo de
(9) (uL) (uL) (mL) reacao (h)
MIP-1 0,0167 682 4720 0,0205 5 24
MIP-2 0,0173 682 4720 0,0211 5 10
MIP-3 0,0168 682 4720 0,0205 5 6
MIP-4 0,0172 682 4720 0,0200 5 6
MIP-5 0,0167 682 4720 0,0201 5 6
MIP-6 0,0319 682 4720 0,0200 5 6
MIP-7 0,1623 682 4720 0,0206 5 6
MIP-8 0,0863 3410 23600 0,1000 25 6

Como controle da seletividade dos MIPs, foram sintetizados NIPs nas condigbes
apresentadas na Tabela 3. Para cada grupo de MIPs sintetizados, foi sintetizado um
NIP. Portanto, o NIP-1 refere-se aos MIPs 1, 2, 3 e 4 e o NIP-2, refere-se aos MIPs 5, 6,
7 e 8.

Tabela 3: Quantidades dos reagentes utilizadas na sintese dos NIPs.

NIP Fenilalanina MAA EGDMA AIBN(g) Cloroférmio Tempo de

(9) (BL) (pL) (mL) reacao (h)
NIP-1 0 682 4720 0,0200 5 6
NIP-2 0 682 4720 0,0204 5 6

Foram realizadas 10 sinteses, sendo 8 MIPs e 2 NIPs. Desses, 3 MIPs (4, 6 e 8) e 2
NIPs (1 e 2) foram caracterizados por FTIR, MEV, TG, DSC e realizado estudo de
adsorcao de fenilalanina variando-se a quantidade (massa) de polimero utilizada nos
ensaios.

As sinteses dos MIPs (1, 2 e 3,) foram realizadas e consideradas como testes
preliminares e ajustes nas condigbes de reacdo. Por isso, esses MIPs ndo foram
caracterizados como os demais e nem utilizados nos ensaios de adsorgdo da Phe. O
tempo de sintese de 6 horas foi estabelecido a partir dessas sinteses preliminares. O
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MIP-5 obtido apresentou-se muito semelhante ao MIP-4, por isso decidiu-se que nao

seria necessario investiga-lo.

O MIP-7 nao foi caraterizado nem utilizado nos ensaios de adsorcao de Phe porque ele
nao se apresentou na forma de solido branco como os demais. A solu¢do no frasco
reacional ficou turva, mas o polimero parece nao ter se formado durante a sintese. Isso
pode ter ocorrido pelo fato do frasco ter ficado em contato com a parede do banho,
dificultando a incidéncia da luz UV e prejudicando, desta forma, a polimerizacao desse
MIP. Percebeu-se a formacao de uma fina camada de gelo sobre o frasco durante o
tempo de sintese.

As sinteses dos NIPs 1 e 2 foram feitas com as mesmas condi¢des com o intuito de se
verificar a reprodutibilidade delas. Ambos foram caracterizados e utilizados nos ensaios
de adsorc¢ao de fenilalanina.

Todas as sinteses foram realizadas a temperatura de 4°C utilizando banho
ultratermostatico (Quimis, modelo Q214D2) e irradiagdo UV com lampada de mercurio
(A=865nm), com o intuituo em promover interagdes por ligacdes de hidrogénio.

Todo o material empregado na pesagem, sintese e extracdo do polimero, foi
previamente lavado, secado e mantido em dessecador a vacuo (J. Prolab) por, no
minimo, 24h antes do uso, a fim de minimizar a presenca de umidade durante o

pprocesso.

A molécula molde (fenilalanina), o monémero funcional (acido metacrilico), o agente
reticulante (etileno glicol dimetacrilato) e o solvente (cloroférmio) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. O IR (2,2-azobisisobutironitrila) foi adquirido da Polysciences. O solvente
metanol grau HPLC foi adquirido da Merk e o acido acético proveniente da Synth. Todos

foram utilizados como adquiridos, ou seja, sem purificagao prévia.

Inicialmente para o preparo da sintese, a molécula molde foi pesada dentro de um
frasco reacional (frasco ampola de 30mL) em balang¢a analitica (Shimadzu, modelo AEL-
405M). Em seguida, mediu-se os respectivos volumes de monémero acido metacrilico e
do solvente cloroférmio, por meio de micropipetas automaticas (Eppendorf),
adicionando-os no frasco reacional contendo a molécula molde fenilalanina. O frasco foi
agitado manualmente onde, posteriormente, foi adicionado o agente reticulante etileno
glicol dimetacrilato e o iniciador radicalar AIBN.
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Imediatamente apés a adicdo dos reagentes no frasco reacional, procedeu-se a
desgaseificagdo da amostra com purga de nitrogénio durante 5 minutos.

O frasco foi entdo selado e colocado em banho ultratermostatico (Quimis, modelo
Q214D2) a 4°C adaptado com uma camara contendo lampada UV (365nm / 100W)
conforme mostra a Figura 9. Os tempos de reacdo variaram conforme descrito nas
Tabelas 2 e 3.

Suporte com amostra

Figura 9: (a) Fotografia da camara aberta com lampada UV e suporte da amostra no
fundo. (b) Fotografia da montagem da camara sobre o banho ultratermostatico.

Apds a polimerizagédo, evidenciada pela formagédo de um sélido branco conforme
mostrado na Figura 10, o frasco foi retirado do banho e o cloroférmio (sobrenadante) de
algumas amostras foi retirado com o auxilio de uma pipeta.

Figura 10: Fotografia do frasco reacional apds a polimerizacao.

O polimero foi entdo secado em estufa a vacuo (Vacuoterm 6030A) por 12 horas a 65°C
para remogao de solvente residual.

Posteriormente ao processo de secagem, a ampola de sintese foi quebrada e o
polimero seco foi submetido & moagem utilizando um moinho analitico (IKA A11BS1). A
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tamizacdo dos polimeros foi necessaria para uniformizar as particulas de modo a
atingirem um tamanho em torno de 50um, em virtude do tamanho recomendado para
SPE estar entre 30 - 60um. Particulas menores aumentam a resisténcia do sistema a
passagem do solvente e exigem a aplicacdo de muita pressao, fato conhecido na
cromatografia em fase liquida, onde a fase sélida apresenta particulas em torno de
5um. Os polimeros foram peneirados em tamizes, sendo utilizadas as particulas que
ficaram na faixa granulométrica entre 0,042 e 0,050mm pelo fato da porosidade dos frits
(discos que suportam e limitam o sorbente dentro do cartucho) utilizados em SPE serem
normalmente de 20um (PECANHA, 2012).

Polimeros de controle (NIPs) também foram sintetizados utilizando-se as mesmas
condicdes descritas para as sinteses dos MIPs, com exceg¢do da adigao da molécula

molde (fenilalanina) no meio reacional.

Os MIPs e NIPs obtidos foram acondicionados em frascos plasticos fechados e

mantidos a temperatura ambiente.

3.2. CARACTERIZACAO DOS MIPs e NIPs

No estudo em questao, os polimeros MIPs e NIPs foram caracterizados de acordo com

as seguintes técnicas:

- caracterizacdo quimica do polimero por meio de espectroscopia de absorgao

molecular na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);
- caracterizagao morfolégica por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV);

- caracterizagdo térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG).

3.2.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de absor¢cao molecular na regiao do infravermelho para as amostras, na
faixa de 4000 a 675cm™', foram obtidos em espectrofotémetro FTIR (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, modelo Nicolet 6700), no modo ATR, com 64 varreduras e resolugcao de 4
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cm™ (cristal Ge). Os espectros foram obtidos & temperatura =20°C com adico direta da

amostra no aparelho, sem tratamento prévio.

3.2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia dos polimeros sintetizados impressos e nao impressos, foi avaliada por
meio da técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As microscopias obtidas para os MIPs e NIPs foram realizadas em microscépio
eletrébnico de varredura (HITACHI, modelo TM3000 TABLETOP MICROSCOPE) na
voltagem de 15,0kV e uma distancia de trabalho entre 6 e 8.2mm. As imagens obtidas
foram processadas utilizando o software TM3000. Todas as amostras foram analisadas
a temperatura ambiente de =20°C. Esse microscopio ndo necessita de recobrimento
(metalizagdo) das amostras, pois a analise é realizada sob baixo vacuo.

3.2.3. TERMOGRAVIMETRIA (TG)

O teste foi realizado utilizando-se razdo de aquecimento de 10°C/min, temperatura
ambiente (=20°C) até 600°C, porta amostra de platina aberta e atmosfera de nitrogénio
com vazao de 50 mL/min. O equipamento empregado foi um Shimadzu, modelo TGA-
50WS. A massa das amostras analisadas variou entre 5,0 e 10,0mg.

3.2.4. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Para a realizacdo desta andlise, o equipamento de DSC utilizado, um Shimadzu modelo
DSC-60, foi programado para aquecimento das amostras da temperatura ambiente
(=20°C) a 300°C, a uma razéo de 10°C.min™" O porta-amostra utilizado foi de aluminio
selado com furo e o géas de arraste, nitrogénio, com vazao de 50mL.min"". A massa das
amostras analisadas variou entre 5,0 e 10,0mg.

3.3. EXTRAGCAO DA MOLECULA MOLDE FENILALANINA

Apds a sintese dos MIPs, € necessario proceder a remog¢ao da molécula molde para
que possa ocorrer a religacdo da mesma quando da aplicacgao final do MIP.
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O método escolhido nesse trabalho, para a remogéo da fenilalanina, foi extragcdo por
Soxhlet em virtude da maioria dos trabalhos pesquisados citarem esse método como

sendo geralmente o mais eficiente para a remogao da molécula molde.

Nesse método, sucessivas lavagens com uma mistura de metanol e acido acético (9:1,
v/v) foram utilizadas até a extragdo completa da molécula molde, que foi monitorada por
meio de leituras da solucédo eluente no espectrofotometro UV-Vis (VARIAN, modelo
Cary 50), sendo determinado, dessa forma, o tempo necessério para a extracao.

Para esse monitoramento, foi realizada uma curva analitica para a solugao de metanol e

acido acético (9:1, v/v) conforme consta no ANEXO | - Figura I.1 (Pag. 86).

Foram pesados 2,59 do polimero (MIP) em papel de filtro Whatman, sendo o papel
fechado em forma de cartucho e transferido para o Soxhlet. Conectou-se ao Soxhlet, um
baldo tritubulado contendo inicialmente 300mL de metanol e &cido acético 9:1 (v/v).
Utilizou-se uma entrada para coleta do extrato e na outra foi colocado um termémetro
para monitoramento da temperatura, que foi programada para 65x2°C utilizando-se
manta aquecedora (FANEM, modelo 178), conforme mostra a fotografia na Figura 11.

Cartucho contendo MIP

g

Entrada para coleta
do extrato

Figura 11: Fotografia da montagem para extracao da fenilalanina, via Soxhlet.
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Ap6s um periodo de 4 horas de extracao, foi retirada uma aliquota de 10mL do extrato e
a mesma analisada em espectrofotdmetro UV-Visivel (VARIAN, modelo Cary 50), em
comprimento de onda de 259nm para verificagdo da presenga da fenilalanina.
Confirmada a presenca da molécula molde, todo o extrato era retirado do baldo e
substituido por uma nova solugcado de 300mL de metanol e acido acético 9:1 (v/v). Ao
atingir uma concentracdo em torno de 200ug.mL", passou-se a utilizar um volume de

200mL de solugao para a extragdo com o objetivo de reduzir o gasto de solvente.

Esse procedimento de extracao foi repetido até o extrato ndao apresentar mais bandas
de absorcdo em leitura no espectrofotémetro UV-Visivel, indicando a auséncia da
fenilalanina, totalizando, dessa forma, um periodo de extragdo de 64 horas conforme
indicado na Tabela 4.

Apl6s a retirada da MM, o cartucho contendo MIP foi lavado com metanol ainda no
Soxhlet, para a retirada do excesso de acido, por um periodo de 4 horas, e entdo
colocado em estufa a vacuo (Vacuoterm, modelo 6030A) a temperatura de 65+2°C,

para eliminagdo do excesso de solvente e secagem do mesmo.

Tabela 4: Monitoramento da extragdo da MM a partir dos MIP-4, MIP-6 e MIP-8.

Tempo Concentragéo (ug.mL™) Volume de solvente

(h) MIP-4 MIP-6 MIP-8 adicionado (mL)
4 1897,5388* 2080,4230 2223,8035 300

8 1295,2329 1756,0540 2040,3862 300

12 1065,1008 1511,7587 1863,1585 300

16 923,6514 1254,6140 1665,5598 300

20 783,7358 966,4427 1288,9313 300

24 449,4367 682,6590 1019,7207 300

28 357,3020 494,1489  866,7032 300

32 275,8980 479,0301  632,0449 300

36 234,1615 315,2759  492,1902 300

40 221,2977 216,0848  270,2246 200

44 186,7211 162,3965  205,5859 200

48 168,9975 110,4690 128,1761 200

52 82,4700 78,8156 96,9144 200

56 35,7900 41,3643 43,7148 200

60 12,3409 16,9974 21,5417 200

64 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0

*Amostra diluida 10x.
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3.4. ENSAIO DE ADSORCAO DE FENILALANINA

Para a realizacao deste ensaio, foram escolhidos os polimeros MIP-4, MIP-6 e MIP-8,
conforme explicitado anteriormente e os NIP-1 e NIP-2 sintetizados nas mesmas
condicdes de processo que os MIPs citados, com exceg¢do da adicdo da molécula
molde. Foi também preparada uma solugao-controle, sem polimero.

Foram pesados 25, 50 e 100mg, em duplicata, de cada MIP e NIP em Erlenmeyers de
50mL. Na sequéncia, adicionou-se, com o auxilio de micropipeta automatica Eppendorf,
5mL de solucdo aquosa de fenilalanina com concentragdo de 450ug.mL™" em cada
Erlenmeyer. Os Erlenmeyers foram colocados em banho térmico com agitagéo orbital
(shaker) (NOVA ETICA, modelo 304D) com agitacdo por 72 horas a 25°C, conforme

mostrado na Figura 12.

T

Figura 12: Fotografia do ensaio de adsorgéao em shaker.

Posteriormente, as amostras contidas nos Erlenmeyers foram transferidas para tubos
Falcon de 15mL e centrifugadas em centrifuga (SPINLAB, modelo SL16 RAV) a
4000rpm por 30 minutos.

O sobrenadante foi recolhido, filtrado e levado para leitura em espectrofotdmetro UV-
Visivel (VARIAN, modelo Cary 50) a 258nm. Para a realizagao dessa leitura, preparou-
se uma curva analitica para a fenilalanina em solugdo aquosa, conforme Figura 1.2 -
ANEXO 1.

O mesmo procedimento para a solugao-controle, sem polimero, foi realizado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos durante a sintese, os ensaios de
extracao e adsorcao da Phe e caracterizacao dos MIPs e NIPs obtidos e selecionados.

4.1. SINTESE DOS MIPs E NIPs

Os MIPs e NIPs foram obtidos conforme processo de sintese descrito na Metodologia
(subitem 3.1). Uma fotografia do MIP-8, ap6s o processo de secagem e antes da
moagem, pode ser vista na Figura 13. Tanto os MIPs quanto os NIPs caracterizados,
apresentaram aspecto cristalino, esbranquicado e estrutura aparentemente rigida.

Figura 13: Fotografia do polimero formado (MIP-8) apéds processo de secagem.

Os MIPs e NIPs foram sintetizados a partir de um mondmero funcional acido. A escolha
do MAA justifica-se pela possibilidade de formacao de ligacdes de hidrogénio entre o
grupo carboxilico do &cido metacrilico e os grupos amino e acido da molécula molde
fenilalanina. A formacao do possivel complexo “mondmero funcional - molécula molde”

(“MF-MM”), por meio de impressao nao-covalente, é ilustrada na Figura 14.
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Acido Metacrilico . .
Fenilalanina

Complexo MF-MM

Figura 14: Representacao da possivel formagao do complexo “MF-MM”.
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4.2. CARACTERIZACAO DOS MIPs E NIPs

A seguir, sdo apresentados os resultados das caracterizagcdes dos MIPs e NIPs
realizadas.

4.2.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORGCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Realizou-se analise por FTIR do monémero, da molécula molde, do agente reticulante e
dos polimeros sintetizados.

Apresenta-se, na Figura 15, o espectro FTIR para o MF acido metacrilico.
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Figura 15: Espectro FTIR para o &cido metacrilico.

Observa-se uma forte banda na regido de 1700cm™, correspondente & vibracdo de
estiramento da carbonila (C=0) de a&cido carboxilico, além de duas bandas
caracteristicas de deformagao axial de C-O de 4cido carboxilico em 1300 e 1200cm™ e
uma banda larga de média intensidade caracteristica de deformacao angular de O-H de
&cido carboxilico a 948cm™. Ainda em relagdo ao espectro FTIR do MAA, pode-se
observar a presenca de uma banda larga na regido de 2900cm™, caracteristica de
deformacéo axial de O-H de acido carboxilico.
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7

O espectro FTIR obtido na andlise da MM fenilalanina € mostrado na Figura 16.

100
95+ ﬁ
90+
857 Sk &
| N 3|3 3
807 ) 2 - 2 S
i 2 N 9 o™ ]
75+ s ~ 2 o ©
| S 8 s = |'s g8
I S~ g N 0 @ ©
i ! [} ™ o
i gll8 2] 2
g gl 8 2=
I 1 ® - <
g 65 0l / 3
] i R 2 N <
g 60 RN S e ©
b I o @ N
s I © 2 ~
* 51 <l
H\ e H g $
501 N SN 3
1 4 o ©
1 S o
1 = ER
1 5 [}
40+ § @
35-
30+
4000 3000 2000 1500 1000 500
Waverumbers (cm-1)

Figura 16: Espectro FTIR para a fenilalanina.

Nota-se que as bandas mais caracteristicas de compostos aromaticos sdo encontradas
na regido de baixo comprimento de onda, entre 900 a 675cm™". Essas bandas provém
da deformagédo angular das ligacbes C—H do anel aromatico. Observa-se, ainda,
vibragées em 1456cm™, que envolve a deformacéo axial das ligacdes carbono-carbono
do anel aromatico, além de duas bandas caracteristicas de deformacgao axial de C-O de
&cido carboxilico em torno de 1300 e 1200cm™.

A banda na regiéo entre 1090 a 1020cm™, em 1074cm™, corresponde ao estiramento de
C-N da amina priméria. Observa-se também uma banda na regido entre 1590 e
1550cm™, que se apresenta de média a forte intensidade em 1563cm’™, correspondente

ao estiramento da carbonila de aminoéacidos.

Em 2124cm™ e em 2414cm™, nota-se a deformagdo axial de aminoacidos NHs* e a
deformacédo axial de aminas com cargas positivas, respectivamente, bandas essas que

caracterizam os aminoacidos.

Na regido entre 3100 a 3000cm™, pode-se observar um pico em 3067cm™, proveniente
da deformacgéao axial das ligacées de C-H de anéis aromaticos, além de uma banda em
torno de 1625cm™ e outra em torno de 1500cm™ que evidenciam a presenca de
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composto aromatico na molécula molde. E ainda uma banda em 2964cm™, proveniente

da deformacao axial das ligagdes de C-H, caracteristica de alifatico.

Na Figura 17 pode-se ver o espectro FTIR para o etileno glicol dimetacrilato. Quanto as
suas bandas caracterisiticas, as que podem ser visualisadas com maior evidéncia estao
na regido de 1700cm™, banda correspondente ao estiramento de C=0 do grupo éster e
a 1150cm™, banda correspondente a deformagcéo axial de C-O de éster.
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Figura 17: Espectro FTIR para o etileno glicol dimetacrilato.

Pode-se também observar um sinal préximo de 1640cm™ proveniente do estiramento
dos grupos vinila C=C, presente também no monémero acido metacrilico, confome é

mostrado no espectro FTIR apresentado na Figura 15.

A Figura 18 refere-se ao espectro FTIR para o cloroférmio. Nota-se uma banda

caracterisitica desse composto em 754cm’, proveniente da ligagao C-ClI.

Os espectros FTIR referentes a fenilalanina e aos polimeros NIP-1 e MIP-4, MIP-6 e
MIP-8, antes da extracdo da Phe, sdo apresentados na Figura 19. Os espectros FTIR
individuais para os MIPs (4, 6 e 8), antes da extragao da Phe, e NIPs (1 e 2) podem ser

vistos no Anexo Il (Pags. 87 a 89).
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Figura 18: Espectro FTIR para o cloroférmio.
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As principais bandas de absorcao caracteristicas dos grupos quimicos presentes nos

polimeros e na fenilalanina sédo apresentadas na Tabela 5.

Nos espectros FTIR de todos os polimeros sintetizados e apresentados na Figura 19, foi
possivel notar as bandas caracteristicas dos grupos quimicos presentes nesses
polimeros, com destaque para as bandas entre 2964 e 2957cm’™, caracteristica da
deformagdo axial das ligagcées de C-H de alifatico, em 1722cm™, caracteristica do
estiramento da carbonila (C=0) de &cido carboxilico, e entre 1162 e 1153cm”,

caracteristica da deformacao axial de C-O de acido carboxilico.

Tabela 5: Atribuigbes das principais bandas de absorgdo no espectro FTIR para os
polimeros e a Phe.

Numero de onda observado (cm™)

Atribuicao
Phe MIPs e NIP

849, 778, 746, 699 - deformagéo angular de C—H de anel aromético

- 757 proveniente da ligacao C-ClI
- 950 - 944 deformagéo angular de O-H de &cido carboxilico
1074 - estiramento de C-N de amina primaria
- 1155 - 1148  deformacao axial de C-O de éster
1307, 1163 1300 - 1250  deformacao axial de C-O de acido carboxilico
1453 - deformacéao axial C-C de anel aromatico
1563 - estiramento de C=0 de aminoécidos
1625, 1500 - deformagéo axial de compostos aromaticos
- 1638 estiramento dos grupos vinila C=C,
- 1720 estiramento da carbonila (C=0) de acido carboxilico
2124 - deformacéo axial de aminoécidos NH3*
2414 - deformacgéo axial de aminas com cargas positivas
- 2900 deformacéao axial de O-H de acido carboxilico.
2964 2960 - 2952  deformacao axial das ligacoes de C-H de alifatico
3067 - deformacéo axial das ligagées de C-H de anel aromatico

Nos espectros FTIR para os MIPs e, diferentemente no espectro FTIR para o NIP-1,
observam-se as bandas de absorgcdo caracteristicas de aminoacidos em 2414 e
2124cm™, a banda de absorcéo caracteristicas da deformacdo axial das ligacdes de
C-H de anel aromatico em 3067cm™ e a banda de absorgdo caracteristicas da ligacéo
C=0 de amino&cidos em 1563cm™. Também pode-se observar que essas bandas foram
mais intensas nos espectros FTIR para os MIPs 4 e 8, apresentando-se com menor
intensidade no espectro FTIR para o MIP-6.
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4.2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias obtidas para os MIPs 4, 6 e 8, antes da extracdo da MM, sdo mostradas
nas Figuras 20 a 22, respectivamente. Pode-se observar nessas micrografias que as
polimerizagdes efetuadas levaram a produgao de particulas irregulares. Tal morfologia €
caracteristica de MIPs e NIPs sintetizados pelo método de polimerizagdo em solugéo.

20141010 NL D68 x150 500um 2014/10110 NL D68 x1.0k 100um

Figura 20: Micrografia para o MIP-4, antes da extragao.
Aumento de 150x (a) e 1000x (b).

2015/01/13 NL D80 x1.0k 100 um MIP 6 2015/01/13 NL D80 x1.8k  50um

Figura 21: Micrografia para o MIP-6, antes da extragéo.
Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).
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2015/01/13 NL D81 x1.0k 100 um MIP 8 2015/01/13 NL D81 x18  50um

Figura 22: Micrografia para o MIP-8, antes da extracao.
Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).

As micrografias para os NIPs 1 e 2 sdao mostradas nas Figuras 23 e 24,
respectivamente.

NIP 1 2015/01/113 NL D80 x1.0k 100um NIP 1 2015/01113 NL D82 x1.8k  50um

Figura 23: Micrografia para o NIP-1. Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).

NIP 2 2015/01/13 NL D81 x1.0k 100um NIP 2 2015/01113 NL D81 x1.8 50um

Figura 24: Micrografia para o NIP-2. Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).
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Na literatura ainda nao esta esclarecida a influéncia da molécula molde no tamanho das
particulas sintetizadas. Alguns autores referem-se que nao verificaram uma relagéo,
enquanto outros observaram que as particulas ndo impressas eram maiores que as
impressas (GRANADO, 2011).

Aparentemente nao se observou nenhuma diferenga entre as micrografias para os NIPs
(1 e 2) e para os MIPs (4, 6 e 8). A presenca da Phe parece nao ter afetado a
morfologia superficial do polimero.

4.2.3. ANALISE TERMICA (TG e DSC)

A curva termogravimétrica e sua derivada para a fenilalanina sdo apresentadas na
Figura 25. As curvas mostradas nessa figura indicam a perda de massa (%) e a
derivada dessa perda (DrTG ou DrTGA), ambas em fungéao da temperatura (°C).

Ao analisar a Figura 25, notam-se dois eventos de perda de massa entre 200 e 400°C.
No primeiro evento térmico ocorre uma perda de massa em torno de 65% da quantidade
inicial de massa analisada. J4 no segundo evento, a perda foi de 34%,
aproximadamente. A quantidade de residuo foi um pouco menor do que 1%. As
temperaturas onde a degradagcdo € maxima nesses dois eventos térmicos, observadas

a partir da curva DrTG, foram de 267 e 318°C, respectivamente.

TGA DITGA
% mg/min
4 4.00
Mid Point 311.98C
100.00r @ ——— Onset 270.07C

Endset 317.88C

Weight Loss -3.094mg
-33.811%

50.00- ««»M«——«“\ _‘M.u@ ' 4 0.00
{ 318.19C

Mid Point 259.74C \ I

Onset 251.60C \J\

Endset 268.53C k 4 -2.00
266.75C
Weight Loss -5.976 mg
0.00- -65.304 % - -
1 4.00
0.00 200.00 400.00 600.00

Temp [C]

Figura 25: Curvas TG e DrTG para a fenilalanina.
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A curva DSC para a molécula molde (Phe) é apresentada na Figura 26. Pode-se notar
nessa curva que exitem 3 picos endotérmicos muito préximos entre 200 e 300°C. Esses
picos podem ser devido a fusdo da fenilalanina e de sua degradacédo, observada na
curva TG por meio das duas perdas de massa consecutivas. Esses dois eventos
térmicos para Phe, fusdo e degradagéo, parece que ocorrem em temperaturas muito
proximas. Para separacao e melhor distingdo desses dois eventos seria interessante
fazer outras analises térmicas (TG e DSC) com razdes de aquecimento menores e

isotermas entre esses dois eventos.

DSC
mwW_
0.00- X
| ~ ) <
Peak  250.35C y \/
, Onset  245.25C \ 292.43C
-10.00~ Endset  254.10C 250.35C| |
-23.17J/g ‘
|
I Peak  270.82C }
20,00 Onset  264.48C | |
r Endset 279.23C |
-383.36J/g ) “
, o |
-30.00~ Peak 292.43C ‘
[ Onset 288.31C
Endset  296.56C
L -25.35J/g
-40.00 270.82C
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Figura 26: Curva DSC para a fenilalanina.

As curvas TG para os MIPs (antes da extragéo) e NIPs, bem como para a fenilalanina,
sdo mostradas juntas na Figura 27. As curvas TG e suas derivadas (DrTG) para os
MIPs (antes da extracdo) e NIPs sintetizados sao mostradas nas Figuras 28 a 32,
respectivamente. Percebe-se que o perfil das curvas TG para todas essas amostras é
bem semelhante, apresentando uma perda de massa entre a temperatura ambiente e
160°C e duas perdas de massa sequenciais entre 200 e 500°C. A primeira perda de
massa, em torno de 22+3,4% (exceto para o MIP-8), pode ser devido as moléculas ndo
reagidas do agente reticulante, visto que seu ponto de ebulicdo encontra-se entre 98 e
100°C, e/ou algum solvente residual. Tal fato justifica uma maior perda, em torno de
40%, para o MIP-8, que teve a quantidade de EGDMA aumentada em 5x em relagao
aos outros MIPs e NIPs. As outras duas perdas de massa, que totalizaram por volta de
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7512,4% e 60%, aproximadamente, para o MIP-8, devem estar relacionadas com a
degradagao das cadeias poliméricas dos MIPs e NIPs e, também, da fenilalanina, no
caso dos MIPs.

TGA
%,

100.00-

80.00-
60.00-
40.00-

20.00-

0.00-

000 20000 40000 60000
Temp [C]

Figura 27: Curvas TG para a Phe, o NIP-1 e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8
antes da extracao da Phe.

TGA DITGA
% mg/min
Mid Point 499.43 C
Onset 506.06 C
100.00+ . Endset 49424C | 5
.00
\\\ Weight Loss -0.090 mg
~_ -1.928 %
50 00 L W"‘“‘w,.‘wwwn‘*”"‘"‘ *’”*"ﬂ»fwmwmw A [T T 7 0.00
' 95.97C el
423.41C 1
Mid Point 103.97C Mid Point 398.71 C \
Onset 83.06 C Onset 356.38C
Endset 134.68 C Endset 44945 C \ 1 200
Weight Loss -1.042 mg Weight Loss -3.429 mg S — ’
0.00r -22.322 % -73.458 %
L L L L L L L ]
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 28: Curvas TG e DrTG para o MIP-4.
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TGA DITGA

%7 mg/min

100.00- \
I '\ 4 2.00
80.00- \ ,

6000? T ATt oo e - 0.00
MWMWWM,.'MW ’”"‘ww,% "'/
109.60C .
L st
40.00- 431.17C
I Mid Point 113.37C  Mid Point 412.38C
| Onset 84.18C  Onset 38351C | 7 -2.00
20.00-  Endset 148.66C  Endset 456.67C
- Weightloss ~ -2.198mg  Weight Loss  -7.622mg
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0'007\ . . M | . . M [ . . . [ M . | . M L . M L ‘7 -4.00
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Temp [C]
Figura 29: Curvas TG e DrTG para o MIP-6.
TGA DITGA
%_ mg/min
100-00f Mid Point 400.72 C
Onset 365.90 C
t Endset 454.27 C - 2.00
80.00r \‘ Weight Loss -5.401 mg
r \ -58.541 %
60.00r T
b et e e 40,00
" Pt e o
‘\'\ H/ Yoy
i 1137C aadl ¢
40.00+
I Mid Point 107.24 C 1 200
20.00- Onset 89.57C |
| Endset 131.78 C
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H -38.955 % \& 1
0'007\ . . A I . L A A [ A . I A [ A . .. -4.00
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Temp [C]

Figura 30: Curvas TG e DrTG para o MIP-8.
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Figura 31: Curvas TG e DrTG para o NIP-1.
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40.00 i Mid Po 02.53C Mid Point 403.61C 426.05C
el 'd Point ' Onset 376.97 C
Onset 7416 C
Endset 45457 C
Endset 123.11C . - -2.00
r ) Weight Loss -7.365 mg
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Figura 32: Curvas TG e DrTG para o NIP-2.
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As curvas DSC para a Phe, o NIP-1 e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8, antes da extragédo da
Phe, sdo apresentadas juntas na Figura 33. As curvas DSC dos MIPs antes da extragao
da molécula molde e dos NIPs sintetizados sdo mostradas nas Figuras 34 a 38,

respectivamente.
DSC
mW
10.00-
0.00; NN
-10.00- o L
[ ©
r =
Lol
-20.00-
——Phe
— NIP-1
-30.00- — MIP-4
[ —— MIP-6
——MIP-8
-40.00-
0000 20000 30000
Temp [C]

Figura 33: Curvas DSC para a Phe, o NIP-1 e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8,
antes da extracao da Phe.

As curvas DSC dos MIPs antes da extragdo da molécula molde e do NIP sintetizados,
mostradas na Figura 33, apresentaram basicamente o mesmo perfil. Percebe-se
claramente um pico exotérmico entre 80 e 160°C. Acredita-se que esse pico pode estar
relacionado ao fluxo liquido de calor devido a polimerizagdo de moléculas de &cido
metacrilico, ainda presentes na estrutura dos MIPs e NIP, e a vaporizacdao do EGDMA
e/ou algum solvente residual, ambos fendmenos ocorrendo com o aumento da
temperatura e dentro do mesmo intervalo. A reagdo de polimerizacdo do &acido
metacrilico € extremamente exotérmica, prevalecendo sobre o evento endotérmico
envolvendo a perda de massa, conforme foi observado nas curvas TG desses
polimeros. As curvas DSC para os MIPs nao apresentaram picos relacionados a fuséao e
degradagao da Phe presente nesses polimeros. Talvez isso tenha ocorrido devido as
interacoes dessa substédncia com as cadeias poliméricas dos MIPs, deixando de
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apresentar uma fusdo cristalina e sua degradagdo ocorrendo em temperatura

superiores, junto com as cadeias dos polimeros.

DSC
mwW
3.001 Peak 109.37 C
_8 Onset 96.53 C
L|=J Endset 13145 C
2.00p 134.38 J/g
i \
1.00F |
r |
0.00f |
1.00-
-2.00"
100.00 200.00 300.00
Temp [C]
Figura 34: Curva DSC para o MIP-4, antes da extracao.
DSC
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L o
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0.00 \\J
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Figura 35: Curva DSC para o MIP-6, antes da extracéo.
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DSC
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[ |
2.00F |
0.00F
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-4.001 /\’/
100.00 200.00 ‘ ‘ 30000
Temp [C]
Figura 36: Curva DSC para o MIP-8, antes da extracao.
DSC
mwW
Peak 117.39 C
o
.g Onset 101.88 C
i Endset 136.82 C
0.001 61.94 J/g
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Figura 37: Curva DSC para o NIP-1.
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Figura 38: Curva DSC para o NIP-2.

A partir das curvas DSC mostradas nas Figuras 34 a 38, nao foi possivel observar a
temperatura de transigédo vitrea desses polimeros. Outras analises por DSC precisariam
ser realizadas para averiguar se esses polimeros apresentam ou ndo essa transicao.

4.3. ENSAIO DE EXTRAGAO DA FENILALANINA

Os espectros FTIR referentes a fenilalanina e aos MIP-4, MIP-6 e MIP-8, apo6s a
extragcao da Phe, sdo apresentados na Figura 39. Os espectros FTIR individuais para os
MIPs (4, 6 e 8), apos a extragao da Phe, podem ser vistos no Anexo Il (Pags. 89 e 90).

As bandas caracteristicas dos monémeros utilizados na sintese e que podem ser
visualizadas nos espectros FTIR dos polimeros apds a extracdo, mostrados na Figura
39, sdo as de EGDMA e MAA na regido de 1700cm™, correspondentes ao estiramento
de C=0O do grupo éster e carboxila do &cido, em 1150cm’, correspondente &
deformacéo axial de C-O de éster e na regido de 1300 a 1200cm™, caracteristica de
deformacdo axial de C-O de A&cido carboxilico. Na regido de 2900cm” foram
evidenciadas bandas com caracteristicas de estiramento de O-H de &cido carboxilico e

C-H.
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Figura 39: Espectros FTIR para a Phe e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8,
apos extracao da fenilalanina.
Além disso, foi possivel observar nos espectros dos MIPs, apos a extragao (Fig. 39), a
auséncia das bandas caracteristicas da Phe como, por exemplo, as bandas em 2414 e
2124cm™, que sdo bandas caracteristicas de aminoacidos, além da banda em
3067cm™, correspondente ao estiramento das ligacdes de C-H de anel aromatico, o que

€ um forte indicio da extragao da fenilalanina.

Os espectros FTIR para os MIPs (4, 6 e 8) apds extracdo e para os NIPs (1 e 2) séo
mostrados na Figura 40 para comparagao e analise.
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Figura 40: Espectros FTIR para os MIPs 4, 6, 8 (apds extragcao) e NIPs 1 e 2.
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Com base nos resultados apresentados, pode-se observar na Figura 40 que ndo sao
caracterizadas diferengas significativas nos espectros FTIR, indicando que a
composicao quimica dos MIPs e NIPs é semelhante. Esse fato era esperado uma vez
que ambos os materiais foram sintetizados da mesma forma, exceto pela adigédo da
molécula molde aos polimeros nao impressos (NIPs). Uma vez extraida a MM, eles

deveriam apresentar a mesma composi¢ao.

7

Além disso, esse resultado € um indicio de que as lavagens dos MIPs durante o
processo de extracdo no Soxhlet foram eficientes para a remocao da fenilalanina do
polimero final, pois pelos resultados dos espectros de FTIR apresentados na Figura 40
parece que a Phe nao esta presente na estrutura polimérica.

As micrografias dos MIPs 4, 6 e 8, ap6s a extracdo da molécula molde, sdo mostradas
nas Figuras 41 a 43, respectivamente.

201411024 NL D74 x18  50um 2014/10/24 NL D74 x40k  20um

Figura 41: Micrografia para o MIP-4, apés extracdo. Aumento de 1800x (a) e 4000x (b).

MIP 6 AE 201510113 NL D81 x1.0k 100um MIP 6 AE 2015001113 NL D81 x1.8k 50um
Figura 42: Micrografia para o MIP-6, ap6s extracdo. Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).
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MIP 8 pe 2015/01/30 NL D80 x1.0k 100um 2015/01/30 NL D80 x1.8k  50um

Figura 43: Micrografia para o MIP-8, ap6s extracdo. Aumento de 1000x (a) e 1800x (b).

Comparando as micrografias para os MIP-6 e MIP-8, antes (Figs. 23 e 24) e depois
(Figs. 42 e 43) do processo de extracao da Phe, ndo foi percebido nenhuma mudanga
significativa na morfologia da superficie desses polimeros. No entanto, nota-se que o
processo de extracdo de Phe afetou a morfologia do MIP-4, deixando-o com o aspecto
mais poroso (Fig. 41), ap6s extraida a fenilalanina dele.

De acordo com Farrington e Regan (2007), os polimeros molecularmente impressos que
possuem maiores areas superficiais e volume de poros tendem a adsorver uma maior
quantidade da molécula molde. Como sera apresentado no item 4.4, referente aos
ensaio de adsorgao da fenilalanina, o MIP-4 foi o polimero que teve o maior grau de
adsor¢ao da fenilalanina.

As curvas TG para os MIPs 4, 6 e 8, ap6s a extragdo, bem como para a fenilalanina,
sao apresentadas juntas na Figura 44. As Figuras 45 a 47 apresentam as curvas TG e
DrTG para os MIPs 4, 6 e 8, apds a extragdo. Nota-se nessas curvas, 0 mesmo perfil de
perda de massa, sendo possivel observar trés eventos de perda de massa. No primeiro
evento, da temperatura ambiente até 200°C, ocorre uma perda de massa entre 1 e 3%
da quantidade inicial de massa analisada, que pode ser devido a algum solvente
residual. Entre 200 e 500°C, observa-se duas perdas de massa consecutivas em torno
de 95%, podendo ser proveniente da decomposi¢cdo de metacrilatos (degradacao das
cadeias poliméricas dos MIPs). Comparando as curvas TG dos MIPs, apos extragao da
Phe, com a curva TG da Phe, percebe-se que esses polimeros nao contém essa
substancia, indicando que o processo de extracao dela foi eficiente.
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Figura 44: Curvas TG para a Phe e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8, apés a extracéo da Phe.
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Figura 45: Curvas TG e DrTG para o MIP-4, ap6s extragao da fenilalanina.
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Figura 46: Curvas TG e DrTG para o MIP-6, apds extragao da fenilalanina.

TGA

DITGA
% mg/min
100.00r — ——
I - 2.00
80.00-
60.00- ot e +0.00
L N\ //
\ )
L 438.51C
40-007 Mid Point 419.40C \
Onset 383.57C \ 1 -2.00
— Endset 464.10C \
20.00r Weight Loss -9.700mg
I -98.168 %
— - -4.00
0.001

710000 200.00  300.00 40000 50000  600.00

Temp [C]

Figura 47: Curvas TG e DrTG para o MIP-8, ap6s extragéo da fenilalanina.
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As curvas DSC para a Phe e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8 ap6s a extragdo da Phe, sao
apresentadas juntas na Figura 48. As curvas DSC para os MIPs 4, 6 e 8, apés a
extracdo da molécula molde, sdo mostradas nas Figuras 49 a 51, respectivamente.
Percebe-se um evento endotérmico entre a temperatura ambiente e 120°C nas curvas
DSC para os MIPs, possivelmente devido & presenga de solvente residual nesses
polimeros proveniente do processo de extragao da fenilalanina. A partir de 180°C pode-
se ver o inicio de outro pico endotérmico, pouco intenso e largo, talvez relacionado ao
inicio da fusdo e degradagao dos polimeros. Comparando a curva DSC para a Phe com
as curvas DSC para os MIPs, poderia utilizar-se da suposicao feita anteriormente, para
a situacado dos MIPs antes da extracdo da Phe. No entanto, em funcio dos resultados
apresentados por FTIR e TG, acredita-se que ela ndo esteja presente nesses polimeros
apos o processo de extracao.

DSC
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Figura 48: Curvas DSC para a Phe e os MIP-4, MIP-6 e MIP-8, apds a extragao da Phe.
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Figura 49: Curva DSC para o MIP-4, apés extracao.
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Figura 50: Curva DSC para o MIP-6, apés extracao.
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Figura 51: Curva DSC para o MIP-8, apés extracao.

4.4. ENSAIO DE ADSORCAO DA FENILALANINA

O ensaio de adsorcao foi realizado de forma a avaliar a capacidade de reconhecimento
molecular dos polimeros sintetizados. Assim, a adsor¢do da fenilalanina nos polimeros
MIPs (ap6s a extracao de Phe) e NIPs foi verificada variando a quantidade de polimero

e mantendo a concentragao inicial da solugéo entre 448,9 a 449,8ug.mL™".

Os célculos para o ensaio de adsorcao foram feitos determinando a concentracao livre
de Phe no sobrenadante, de acordo com a curva de calibragdo da Phe em 4gua (Figura
[.2 - ANEXO I, Pag. 86).

A concentracdo de Phe adsorvida (C) pelos polimeros MIPs e NIPs (em ug.mL™) foi
estimada pela Equacao 1:

C=(-F) (Eq. 1)
em que:

e | é aconcentracdo inicial da solucdo (teoricamente, 450 ug.mL™);



e [ & aconcentragdo de analito livre (ug.mL-1).
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O grau de adsorcao da Phe (G.q, em %) foi calculado pela Equacéo 2:

Gag=(C/1)x 100
Os resultados do estudo de adsorgédo contendo o grau de adsorcao da fenilalanina nos

polimeros MIPs e NIPs sdo apresentados nas Tabelas 6 a 10.

(Eq. 2)

Tabela 6: Ensaio de adsor¢éo variando a quantidade (massa) do polimero MIP-4.

Massa I F C Gag Média e desvio
(mg) (Mg.mL")  (ugmL")  (ug.mL’) (%) padréo Gag (%)
25 448, 9 411,4 37,5 8,35
25 448, 9 423,3 25,6 5,70 7,03+1,9
50 448, 9 267,2 181,7 40,48
50 448, 9 284,3 164,6 36,67 38,58 +£2,7
100 448, 9 207.,5 241.4 53,78
100 448, 9 194,9 254 56,58 55,18 £ 2,0

Tabela 7: Ensaio de adsor¢ao variando a quantidade (massa) do polimero MIP-6.

Massa I F C Gag Média e desvio
(mg) (Mg.mL™)  (pg.mL")  (ug.mL’) (%)  padrao Gag (%)
25 449.,8 446,9 2,9 0,64
25 449.,8 448.9 0,9 0,20 0,42 +0,3
50 449,8 446,8 3 0,67
50 449,8 447 .4 2,4 0,53 0,60 = 0,1
100 449,8 444 1 5,7 1,27
100 449,8 448,4 1,4 0,31 0,79+0,7

Tabela 8: Ensaio de adsorcao variando a quantidade (massa) do polimero MIP-8.

Massa I F C Gag Média e desvio
(mg) (Mg.mL™)  (ugmL")  (ng.mL”) (%) padréo Gag (%)
25 449,8 401,3 48,5 10,78
25 449,8 399,1 50,7 11,27 11,03 +0,3
50 449,8 348,1 101,7 22,61
50 449,8 339,8 110,0 24,46 23,54 £1,3
100 449,8 309,6 140,2 31,17
100 449,8 312,9 136,9 30,4 30,81 £ 0,5
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Tabela 9: Ensaio de adsorcao variando a quantidade (massa) do polimero NIP-1.

Massa I F C Gag Média e desvio
(mg) (ug.mL™)  (ug.mL™) (ug.mL™) (%) padréo Gag (%)
25 448, 9 418,9 30 6,68
25 448, 9 414,9 34 7,57 7,13+0,6
50 448, 9 404,9 44 9,80
50 448, 9 396,8 52,1 11,61 10,71 +1,3
100 448, 9 4041 44.8 9,98
100 448, 9 388,9 60 13,37 11,68 +2,4

Tabela 10: Ensaio de adsorcao variando a quantidade (massa) do polimero NIP-2.

Massa I F C Gag Média e desvio
(mg) (ug.mL")  (ugmL")  (ng.mL) (%) padréo Gag (%)
25 449,8 416,3 33,5 7,45
25 449,8 419,5 30,3 6,74 7,1+0,5
50 449,8 403,6 46,2 10,27
50 449,8 401,3 48,5 10,78 10,53 +0,4
100 449,8 401,8 48,0 10,67
100 449,8 400,4 49,4 10,98 10,83 10,2

Os graus de adsorcao da fenilalanina em funcdo da massa dos polimeros MIP-4, MIP-6,
MIP-8, NIP-1 e NIP-2 sdo apresentados na Figura 52.
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Figura 52: Graus de adsorcao da fenilalanina em funcdo das massas de polimero nos
MIP-4, MIP-6, MIP-8, NIP-1 e NIP-2.
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A partir das Tabelas 6 a 10 ou da Figura 52, percebe-se que, para os MIPs 4 e 8, com o
aumento da massa de polimero de 25 para 100mg, a quantidade de fenilalanina
adsorvida também aumenta, passando de 7,0+1,9 para 55,2+2,0 e de 11,0+0,3 para
30,8+0,5, respectivamente. Esses resultados indicam que, mantendo-se fixa a relagao
entre a quantidade de MM e MF, o aumento de massa de polimero nesses MIPs tende a
aumentar a quantidade de Phe adsorvida de forma bem significativa, dentro da variagao
de massa estudada. Comparando-se os MIPs 4 e 8, nota-se que as quantidades de
MM, MF, AR, IR e solvente (Tabela 2) foram aumentadas em 5 vezes ao passar do
MIP-4 para o MIP-8, sendo mantido constante o tempo de reacdo em 6 horas. Ambos
apresentaram a mesma tendéncia quanto a adsorgéo de fenilalanina, porém o MIP-4
adsorveu uma quantidade maior de Phe com o aumento de massa do polimero, exceto
para 25mg (7,0+1,9 para o MIP-4 e 11,0+0,3 para o MIP-8). Apesar da relagdo
estequiométrica ter sido mantida constante para todas essas variaveis de sintese, em
termos de estrutura obtida durante a polimerizagdo, parece que foram obtidos mais
sitios especificos no MIP-4, para permitir a interagdo com a Phe. Esse maior numero de
sitios pode ser devido a reagcdo de formagdo desses polimeros ser um processo
aleatério, permitindo essa diferenga. Ou entdo, pode ser que o tempo de reagao para o
MIP-8 tenha sido menor do que o necessario para a formagdo de numero de sitios
similar ou préximo dos obtidos para o MIP-4. Para melhor entendimento dessa questao
€ necessario a obtencao de outros MIPs variando-se as condicbes de sintese, bem
como outros ensaios de adsorcéo de Phe.

Os NIPs 1 e 2 foram sintetizados nas mesmas condi¢cdes para todas as variaveis de
sintese (Tabela 3). Os resultados apresentados por ambos, em termos de grau de
adsorgcao de Phe e em fungdo de massa de polimero empregada, sdo praticamente
iguais, com variagcdo muito pequena (insignificante). Para esses dois NIPs, o grau de
adsorgao de fenilalanina passou de 7,1+0,5, com 25mg de massa de polimero, para
10,71+1,3, com o dobro de massa de polimero. Duplicando a massa de polimero usada
nos ensaios de adsor¢cdo mais uma vez, percebe-se que a grau de adsorcao de Phe
nao sofreu variacao significativa, ficando em torno de 11,68+2,4. Esses resultados

indicam que a sintese desses dois polimeros nao impressos foi reprodutivel.

Ao comparar os resultados de grau de adsorcao de Phe obtidos com os MIPs 4 e 8 com
os NIPs 1 e 2 (apresentados nas Tabelas 6, 8, 9 e 10 e na Figura 52), percebe-se
claramente a influéncia que a fenilalanina tem na formacao de sitios especificos de sua

interacdo com o MF durante o processo de polimerizagdo dos MIPs. A Unica diferenca
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entre os MIPs 4 e 8 com os NIPs 1 e 2 é que esses foram sintetizados sem a Phe. As
quantidades usadas nas variaveis de sintese (Tabelas 2 e 3) foram as mesmas, exceto
para o MIP-6 que teve um aumento de 1,9x em relagdo ao MIP-4 e o MIP-8 que teve
todos os valores dessas variaveis multiplicados por fator de 5. Os MIPs, apds extragao
da Phe, apresentaram o mesmo grau de adsorg¢do, aproximadamente, com 25mg de
massa de polimero. Porém, com o aumento dessa massa para 50 e 100mg o grau de
adsorcao de Phe aumentou significativamente. Para o MIP-4, comparado ao seu
polimero controle, NIP-1, o aumento foi de 28% e 44%, respectivamente. Ja o MIP-8
apresentou um acréscimo com as massas de polimeros usadas de 13% e 20%,
respectivamente, em relagdo ao NIP controle. Portanto, fica evidenciado, de forma clara,
que o MF (acido metacrilico) sintetizado com a MM (fenilalanina) permite um maior
numero de interagbes especificas MF-MM no polimero sintetizado com a MM e apos
extracdo da mesma desse polimero do que o polimero sintetizado sem a MM.

Dentre os MIPs sintetizados, o MIP-6 foi o polimero impresso que menos adsorveu a
MM, observando-se graus de adsor¢ao abaixo de 2%. Quando comparado com 0s
graus de adsorcao observados para os NIPs, percebe-se que o mesmo nao foi seletivo
para fenilalanina, visto que o grau minimo de adsorcao dos NIPs foi de 7,1+0,6%. Tal
fato pode ser explicado em virtude da varidvel molécula molde, no MIP-6, ter sido
aumentada quase o dobro (1,85) com relagdo ao MIP-4, enquanto que a quantidade de
mondmero funcional ndo foi alterada. Conforme dito anteriormente, para que se obtenha
MIPs com sitios mais especificos, é necessario que se tenha uma quantidade tal de MF
qgue seja suficiente para complexar com todos os possiveis sitios ativos da MM e, assim,
obter sitios especificos. A interacdo analito-monémero é governada por um processo
em equilibrio, quantidades superiores do monémero em relagdo ao analito devem ser
empregadas com intuito de deslocar o equilibrio, para formar maior quantidade de
complexos "analito-mondémero". Nesse caso, o aumento da MM pode ter desfavorecido
a formagcdo desse complexo, impedindo ou diminuindo drasticamente a criagdo dos
sitios especificos para essa interagao.

A partir desses resultados, pode-se inferir que uma maior massa de polimero,
proporciona maior area de contato, e, portanto maior adsorgdo da molécula durante um

mesmo intervalo de tempo.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A sintese dos MIPs e NIPs foi realizada conforme planejada e esperada, pois o produto
formado apresentou-se com aspecto caracteristico de sintese via polimerizacdo em
massa, além disso, os resultados obtidos por meio das técnicas FTIR, MEV, TG e DSC
foram bastante coerentes com o que se espera de um polimero impresso
molecularmente, ou seja, a formagao de sitios especificos de reconhecimento para a
molécula molde, estabilidade fisica e térmica do material.

Por meio da técnica FTIR foi possivel notar as bandas caracteristicas dos grupos
quimicos presentes na fenilalanina nos MIPs antes da extragdo, com destaque para as
bandas caracteristicas de aminoacidos. A eficiéncia do processo de extracao pode ser
comprovada nos espectros FTIR obtidos ap6s a extragdo, nos quais as bandas
caracteristicas da Phe estavam ausentes. Por meio da técnica de MEV foi possivel
observar que o processo de extracdo afetou a morfologia do polimero deixando-o com o
aspecto mais poroso, aspecto de extrema importancia para seu uso como adsorvente
em SPE. Por meio das curvas TG dos MIPs apds extracao foi verificada a auséncia da
Phe nesses MIPs.

Quanto ao estudo de adsorcdo, o MIP-4 apresentou maior capacidade adsortiva no
ensaio realizado em solugdo aquosa, obtendo-se grau médio de adsorgao entre 54 e
56%. Comparando-o aos NIP, para o qual foi obtido grau de adsorcdo em 11,7%, foi
possivel concluir que esse MIP apresentou-se especifico para a determinacdao da MM e
com grande potencial para aplicacdo como adsorvente em SPE.

Varios fatores estao envolvidos na sintese de polimeros molecularmente impressos, tais
como: a reagao, o solvente empregado na sintese e as proporgdes dos reagentes de
sintese. Esses podem modificar as caracteristicas do polimero formado e sua
capacidade adsortiva. A escolha dos mondmeros funcionais e do agente reticulante
também deve ser avaliada cuidadosamente para cada analito. Esses fatores devem ser
bem estudados para cada molécula molde, avaliando-se quais sao as condicbes ideais
de sintese, considerando-se também a aplicacao a que se destina o MIP sintetizado.

Como sugestdes para trabalhos futuros, pode-se citar:

- Analisar os polimeros formados por RMN com o objetivo de determinar a quantidade

de mondmero funcional incorporada na matriz polimérica;
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- Aplicacar o MIP-4 sintetizado nesse estudo na técnica de extracdo em fase sélida e

compara-lo com o sorvente C18;

- Medir a porosidade do polimero, pois a mesma determina a acessibilidade dos analitos

aos pontos de unido presentes no interior da matriz polimérica.
- Avaliar a cinética de adsor¢ao dos polimeros.

- Realizar estudo de seletividade utilizando outras moléculas molde similares a
fenilalanina com o objetivo de confirmar a seletividade dos MIPs sintetizados nesse

trabalho.
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ANEXO | - Curvas de Calibracao para a Fenilalanina em Solucao
Metanol:Acido Acético (9:1 v/v) e em Agua

As curvas analiticas para a fenilalanina em solu¢do metanol:&cido acético (9:1 v/v) e em

solucdo aquosa sao apresentadas nas Figuras I.1 e 1.2, respectivamente.
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Figura I.1.: Curva de calibragéo para a fenilalanina em solugdo metanol:acido acético
(9:1 v/v) (A =259nm).
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Figura 1.2.: Curva de calibracado para a fenilalanina em solugéo aquosa (A = 258nm).



ANEXO Il — Espectros FTIR para os MIPs e NIPs sintetizados
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Os espectros FTIR para os MIPs e NIPs sintetizados séo apresentados nas Figuras Il.1
all.s.
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Figura Il.1: Espectro FTIR para o MIP-4, antes da extracao.
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Figura I.2: Espectro FTIR para o MIP-6, antes da extragéao.
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Figura 11.3: Espectro FTIR para o MIP-8, antes da extragéo.
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Figura 11.6: Espectro FTIR para o MIP-4 ap6s extragao.
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Figura 11.7: Espectro FTIR para o MIP-6 ap6s extragao.
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