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Resumo

Esse trabalho objetivou sintetizar um polimero impresso molecularmente (MIP)
mediado por ions metalicos através da extracdo em fase sélida (SPE) de quercetina a
partir de dois processos distintos: o baseado em sintese organica e em sintese do
processo sol gel, para a analise do fitoterapico Ginkgo biloba L. Na primeira parte
deste estudo foram sintetizados os mondmeros funcionais (MF) com os fons A" e
Cu?*. Posteriormente, esses MF mediados com e sem fons metélicos foram
empregados nas sinteses dos MIP por meio da sintese organica. Os parametros
estimados para avaliar a eficiéncia dos MIP foram capacidade de adsorcgéao,
seletividade e precisdo. A fim de investigar as caracteristicas estruturais e quimicas,
os MIP foram caracterizados pelas técnicas MEV, BET, FTIR e FRX/EDX. Com base
nos resultados de caracterizagdo e eficiéncia do MIP contendo os MF com ions
metalicos constatou-se que os materiais ndo foram adequados para uso como SPE.
No caso do MIP sem ions metalicos foi obtida uma eficiéncia de adsorcéo duas vezes
superior ao polimero ndo impresso (NIP). Contudo, estes polimeros mostraram baixa
seletividade e precisdo na determinagéo da quercetina ndo sendo aplicado na andlise
do fitoterapico. Na segunda parte, foi proposta a sintese do processo sol gel (PSG)
para obtencdo da silica impressa molecularmente (MIS) mediados com e sem ions
APP*. Os parametros estimados foram a capacidade de adsorcdo, dessorcéo,
seletividade e precisdo do MIS como SPE e foram caracterizados empregando as
mesmas técnicas anteriores. O SPE desenvolvido com MIS contendo 0,01 mol L™ de
fons AI** mostrou-se adequado para extracdo de quercetina em extrato de Ginkgo
biloba L. de 40 mg e 80 mg, sendo entdo aplicado como etapa de clean-up antes da
analise cromatogréfica. O polimero demostrou ser seletivo e apresentou
cromatogramas com excelente resolucdo para o pico de quercetina. Além disso,
observou-se que o SPE produzido com MIS-0,01 pode ser reutilizado 5 vezes

mantendo seu desempenho analitico.

Palavras-chaves: Quercetina, polimero impresso molecularmente, extracdo em fase

solida

Vi



Abstract

This work aimed the synthesis of a molecular imprinted polymer (MIP) mediated
by metal ions for solid phase extraction (SPE) of quercetin from two distinct processes:
the organic synthesis and the Sol-Gel Process synthesis, for the herbal medicine
Ginkgo biloba L. analysis. In the first part of this study, functional monomers (FM) with
APP* and Cu® ions were synthesized. Then, these FM mediated with and without metal
ions were employed in the synthesis of MIP through organic synthesis. The estimated
parameters used to evaluate the efficiency of the MIP were adsorption capacity,
selectivity and precision. In order to investigate the structural and chemical
characteristics of the MIP, different analytical techniques were used, such as: MEV,
BET, FTIR and FRX/EDX. Based on the characterization results and the efficiency of
the MIP containing MF and metal ions, it was concluded that the materials were not
suitable for use as SPE. In the case of the MIP synthetized without metal ions, it was
obtained an adsorption efficiency twice better than the one observed in the non-printed
polymer (NIP). However, these polymers presented poor selectivity and precision to
quercetin determination. Therefore, this material was not applied to the analysis of the
herbal medicine. In the second part, it was proposed the synthesis based on Sol-Gel
Process (PSG) in order to obtain molecularly imprinted silica (MIS) mediated with and
without A** ions. The adsorption capacity, desorption, selectivity and precision of the
MIS as SPE were estimated and characterized using the same techniques as
previously mentioned. The results showed that the MIS containing 0.01 mol L™ of AP
ions was suitable for use as SPE for quercetin extraction in Ginkgo biloba L. 40 mg
and 80 mg. The results suggest that the MIS can be used as a clean-up step before
the chromatographic analysis. The polymer has shown to be selective and presented
chromatograms with excellent resolution to the peak of quercetin. Furthermore, it was
observed that the MIS-0.01 SPE produced can be reused up to 5 times maintaining its

analytical performance.

Keywords: Quercetin, molecular imprinted polymer, solid phase extraction.
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Introducéo

Durante séculos, o homem faz uso de plantas medicinais na prevencao e no
tratamento de doencas. Entretanto, além dos efeitos benéficos, as doses excessivas e
a falta de conhecimento das propriedades farmacologicas podem levar a sérios riscos
de satide.! Com o uso frequente das plantas pela populacdo para fins terapéuticos,
surge o interesse em estudar o isolamento, a extragdo, a estrutura quimica e a
biossintese dos principios ativos provenientes de plantas. Atualmente, inUmeras
pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de se comprovar os efeitos
benéficos das plantas medicinais e dos medicamentos fitoterapicos na saude do ser

humano.

Uma das classes de substancias bioativas bastante exploradas em funcédo da sua
atividade antioxidante é a dos flavondides por inibir os radicais livres e promover
melhorias a nivel celular, minimizando o stress oxidativo e prevenindo o aparecimento

de doencas.?

Um dos fitoterapicos que se destaca com estas potencialidades € o extrato das
folhas de Ginkgo biloba L. A Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (RDC — ANVISA) n°® 89/2004 recomenda que o extrato
padronizado de Ginkgo Biloba L. deve conter na sua composicdo 24% de
ginkgoflavondides (quercetina, Kaempferol, Isoarmnetina) e 6% de terpenolactonas
(bilobalide, Ginkgolide A, B, C, E).2 Contudo, apesar dessa discriminacdo por parte da
ANVISA os métodos*® sdo baseados na quantificacdo total dos principios ativos,
sendo de extrema importancia o desenvolvimento de métodos que possibilitem uma
determinacdo mais especifica dos compostos, j4 que a atividade antioxidante esta

diretamente associada a sua estrutura molecular.

Dentre todos os flavondides presentes na amostra de Ginkgo biloba L., um dos
que se destaca € quercetina, por ser o flavondide mais bioativo da subclasse, o
flavonol.? No entanto, devido & sua similaridade estrutural com os outros flavondis
presentes, tem sido um desafio analitico desenvolver estratégias de preparo de
amostras que permitam a separacdo e deteccdo dessa molécula. Portanto,
alternativas como método de extracdo em fase solida (SPE), extracao liquido-liquido,

microextracdo em fase solida e entre outras, tem sido bastante exploradas como

2
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etapa de preparo da amostra antes da analise cromatografica. A etapa de preparo da
amostra normalmente é empregada em matrizes complexas ou mesmo com baixas
concentracfes do analito de interesse, visando na etapa de extracao a eliminacdo de

espécies interferentes e auxiliando na técnica de separacéo.®

Estas consideracbes mostram a necessidade de materiais seletivos que
auxiliem na separacdo desses flavondides. Portanto, uma das alternativas
promissoras tem sido o uso de polimeros impressos como sorvente para aplicacdo
em extracdo em fase solida (SPE) do analito de interesse de matrizes complexas.
Esses polimeros se destacam como Otimo extrator por formar cavidades
tridimensionais especificas ao redor de uma molécula molde, permitindo assim,

deteccdo mais seletiva devido ao reconhecimento molecular.

Nesse sentido, essa tese propde uma nova abordagem de sintese do polimero
impresso, explorando as interacfes especificas com ions metdlicos por dois
processos distintos: (i) sintese organica e (ii) sintese do processo sol gel. Almeja-se
com este estudo produzir um polimero altamente seletivo para extracado de quercetina

em amostras fitoterapicas.

A presente tese foi dividida de forma a abordar inicialmente uma revisao geral da
literatura, seguida de dois capitulos que descrevem as duas estratégias de sintese,
seguida das conclusbes gerais, perspectivas futuras e referéncias bibliograficas
utilizadas. A revisdo da literatura refere-se aos pontos mais relevantes sobre o0s
fitoterapicos com destaque para a classe dos flavondides, especificamente para
guercetina, bem como aos conceitos de polimero impresso molecularmente e suas

diferentes possibilidades de sintese.

No primeiro capitulo, intitulado Sintese e caracterizacdo de polimero impresso

molecularmente (MIP) mediados por ions para extracdo de quercetina, € abordada a

sintese do MIP para quercetina baseado em acrilato, na presenca do dimetacrilato de

etilenoglicol (EGDMA) como agente reticulante e acido metacrilico modificado com

|3+ 2+

ions AlI°" e Cu“" como monbémero funcional. Este capitulo aborda os estudos de

eficiéncia de adsorcéo, seletividade e a reprodutibilidade do MIP.

No segundo capitulo, intitulado Sintese e caracterizacdo da silica impressa

molecularmente (MIS) mediado por ions para extracdo de quercetina em fitoterapico
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Ginkgo Biloba L., é abordada a sintese do MIS para quercetina baseado no processo

sol-gel, em presenca dos precusores tetraetoxissilano (TEOS) como agente
reticulante e do 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTMS) como mondémero funcional
mediados por fons AP*. Este estudo visa avaliar a eficiéncia de adsorcéo,
seletividade, reprodutibilidade do MIS em SPE e a quantificacdo da quercetina em
fitoterapico Ginkgo Biloba L.



Objetivos

Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar um polimero impresso mediado com ions metalicos para

extracao seletiva de quercetina em amostras fitoterapicas.

Objetivos especificos

» Sintetizar um polimero impresso com ions metélico seletivo para o flavondéide
guercetina.

» Realizar a caracterizacdo quimica e estrutural dos materiais sintetizados.

= QOtimizar um procedimento de separagao e quantificacdo de quercetina utilizando
polimero impresso como extrator em fase sélida (SPE).

» Avaliar a seletividade, reprodutibilidade e eficiéncia de adsorcdo do polimero
impresso e a sensibilidade do método proposto.

» Avaliar o potencial de aplicacdo do SPE contendo polimero impresso em amostra
fitoterapica de extrato de Ginkgo biloba L.
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1. Fitoterapicos

A melhoria da qualidade de vida associada ao aumento da expectativa de vida
do ser humano tem sido considerada um dos principais objetivos da ciéncia moderna.
A capacidade de prevenir doengas, ao invés de cura-las, abriu novos caminhos para a
medicina e ciéncias farmacéuticas, principalmente para a fitoterapia, a qual estuda as
plantas como medicamentos. O primeiro manuscrito conhecido sobre essa pratica € o
papiro de Ebers, datado de cerca de 1550 a.C, que contém a compilacdo de textos
médicos relatando 700 férmulas de remédios feitos & base de plantas.! A contribuicdo
dos gregos Hipdcrates e Dioscérides com suas notaveis obras - o Corpus
Hippocraticum e De Materia Medica — consagrou a terapia com 0s vegetais e minerais
para uso medicinal.” Com isto, iniciou-se uma das mais importantes areas da farméacia
e medicina, a farmacognosia, ciéncia que estuda o isolamento, a extracdo, a estrutura
quimica e a biossintese dos principios ativos das plantas. Desde entdo, inUmeras
pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de se comprovar os efeitos benéficos

das plantas na saude do ser humano.

O uso da fitoterapia como medicina popular no Brasil tem sua origem na cultura
indigena associada as contribuicdes dos escravos e imigrantes, como por exemplo, o
uso do guarana e jaborandi.® Com a abundante flora brasileira providenciando uma
diversidade em recursos medicinais, a substituicho dos medicamentos
industrializados por naturais se torna entédo evidente. Isso ainda esta associado com a
facilidade de plantio, comercializacdo e indicagdo de uso dessas plantas, cujos
experimentos tiveram inicio pelos antepassados que passaram as informacgfes por
décadas de geracado. Entretanto, além de seus efeitos benéficos, doses excessivas e
a falta de conhecimento das propriedades farmacologicas de certas substancias tém
levado a sério riscos a satde.® Desta forma, estudos especificos acerca da toxicidade
das substancias ativas presentes nas plantas devem ser cuidadosamente realizados
antes de serem consumidas. Além disso, um eficiente controle de qualidade na
comercializacdo dessas plantas deve ser considerado, uma vez que feiras livres e
comeércios locais ndo possuem qualquer vigilancia sobre a venda e indicacdo desses
produtos. O comércio de fitoterapicos rende mundialmente cerca de 20 bilhdes de
dolares, com uma irrisoria participacdo do Brasil, mesmo possuindo uma extensa e

diversificada flora, detendo aproximadamente um terco da flora mundial.® Isso pode
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estar associado as limitacbes em investimento na producdo de fitoterapicos, bem
como em um adequado controle de qualidade para posterior insercdo no mercado
interno. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) possui normas
reguladoras para o registro de fitoterapicos, por meio da Resolu¢cdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 14, de 31 de marco de 2010," que exige a reprodutibilidade dos
fitoterapicos fabricados, cujos lotes devem ser produzidos com a mesma quantidade
de molécula denominada de marcador (substancia bioativa) resultando em maior
confiabilidade e seguranca para o consumidor. Recentemente, a ANVISA publicou a
primeira norma que regula as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) dos produtos
fitoterapicos tradicionais (RDC n° 13, de 14 de marco de 2013).' Essa resolucédo
define procedimentos a serem adotados pelo fabricante para producdo dos

fitoterapicos.

Uma lista de produtos avaliados tem sido publicada e atualizada pela ANVISA.?
Essa lista contém os principais e mais conhecidos fitoterapicos, como por exemplo, o
extrato de maracuja e o Ginkgo biloba. Ja existe cerca de 512 medicamentos
fitoterapicos registrados, o0 que ndo abrange 1/10 das espécies popularmente
consumidas no Brasil. Desta forma, muitos estudos ainda devem ser feitos para uma
adequada avaliacdo das ervas populares como fitoterapicos de acdo benéfica para o

homem. Isto resulta em uma necessidade eminente de pesquisa nessa area.

Uma das classes de fitoterapicos amplamente estudadas para prevencao de
doencas tem sido os que contém uma elevada quantidade de substancias com acao
antioxidante.’® Essas substancias permitem inibir o efeito da oxidac&o a nivel celular,
através dos radicais livres e evitar a formacdo de novos compostos reativos,™ o que
esta diretamente associada a prevengdo do stress oxidativo celular. O excesso de
radicais livres pode causar efeitos letais e irreversiveis as células, por meio de
rompimento das funcdes celulares de proteinas, lipidios, DNA e enzimas'? ou, ainda,
por mutacbes e degradacdes dos tecidos celulares.* Estes danos celulares estéo
diretamente relacionados com o desenvolvimento de um grande namero de doencas

crénicas, incluindo as cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, etc.™

Os radicais livres sdo geralmente produzidos por fontes endogénicas
(intracelulares), sendo a respiracdo aerObica a principal, e exogénicas (externas a

célula) como 6xido nitroso fornecido principalmente pelo consumo do cigarro.*®
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Espécies reativas de oxigénio podem ser facilmente formadas por meio do
desemparelhamento de um elétron, gerando radicais livres como o anion superoxido
(Oy2), os radicais peroxil (ROO), alcoxyl (RO), hidroxil (HO’) e o 6éxido nitrico (NO’). O
superéxido participa ainda da reacdo com o oOxido nitrico produzindo o anion
peroxinitrito (ONOO), um oxidante altamente instavel e reativo.*” Portanto, 0 consumo
de espécies antioxidantes nao produzidas pelo homem se torna entdo uma fonte extra
de supressores de radicais livres, promovendo melhorias a nivel celular, minimizando
0 stress oxidativo e prevenindo o aparecimento de doencas.

Os flavondides séo polifendis ndo produzidos pelo homem que apresentam
elevada acdo antioxidante. Esses compostos possuem em sua estrutura basica dois
aneéis benzénicos ligados a um fragmento de trés atomos de carbono, exemplificado
por Cs-C3-Cs. Essa estrutura basica pode sofrer substituicbes e adicdes de grupos
funcionais, resultando em alta variabilidade de estruturas moleculares (Figura 1). Isto
estd refletido nas 6500 espécies de flavondides descobertos, nos quais estdo
incluidos cerca de 3000 flavonas e 700 isoflavonas que ocorrem naturalmente nas
plantas.’® No reino vegetal, os flavonéides atuam como pigmentos das flores,
inibidores de enzimas, precursores de substancias toxicas, protetores da exposicédo
da radicdo UV, quelantes de metais e agentes redutores.’® Também ocorrem como
glicosideos (ligados a acucares) ou como agliconas (sem molécula de acucar) e
podem ser subdivididos em 13 classes de compostos e classificados nas subclasses:
calconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas, flavondies, dihidroflavonol, flavanonas,

flavanol, flavandiol, antocianidina, isoflavonoéides, bioflavonoéide e proantocianinas.??

As sutis diferencas estruturais entre os flavonodides refletem diretamente na sua
atividade antioxidante, a qual esta relacionada a sua capacidade de inibir a oxidagcéo
iniciada pela formacdo de radicais.?*® A atividade antioxidante dessas espécies é
determinada pela reatividade como agente doador de elétron ou hidrogénio, resultante
da captacdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e quelagdo de
metais de transicéo (Cu'* e Fe*") que estariam livres para promocao de radicais livres

na presenca de H,0,.%
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Chalcona Isoflavona
Figura 1. Estruturas quimica de seis subclasses dos flavonéides.®

Os flavondides séao grupos de substancias naturais presentes em ervas, frutas,
vegetais, gréos e vinhos.? Uma erva que esta no topo das plantas medicinais mais
comercializadas mundialmente por possuir consideravel potencial antioxidante na

prevencao aos danos oxidativos tem sido o fitoterapico Ginkgo biloba L.??

O ginkgo biloba é uma planta nativa da China, sendo considerada a Unica
vivente da familia Ginkgoaceae. Dentre as principais partes da planta, a folha € que

contém os principios ativos de agdo terapéutica, incluindo, flavonoides, alcalbides,
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lipidios, esterdis, benzenos, carotendides, fenilpropandis, carboidratos e o0s

terpendides.?

A acdo medicinal do extrato seco de Ginkgo biloba L. padronizado das folhas
para uso em fitoterapico € atribuida ao sinergismo de duas classes quimicas
responsaveis pela atividade farmacoldgica: ginkgoflavondides e terpenolactonas. A
RDC n° 89/2004 da ANVISA?® preconiza que o extrato deve conter na sua composicao
24% de ginkgoflavonéides ou denominado de flavondides totais (expressos pela soma
das quantidades de quercetina, kaempferol, Isorhamnetina (Figura 2) e 6% de

terpenolactonas (bilobalideos, ginkgolideos A, B, C, J).

R
5 3 R Derivados
HO @ OH H Kaempferol
5 .
6 OH guercetina

OH

OCHs; isorhamnetina

Figura 2. Estrutura quimica dos ginkgoflavonéides.

Dentre os ginkgoflavondides, a quercetina tem sido considerada um dos
flavondides mais ativos do ponto de vista biolégico,** entretanto, sua estrutura
molecular pouco se diferencia das outras espécies de sua subclasse flavonol. Os
grupos hidroxilas ligados ao anel aromatico da quercetina, através da deslocalizacéo
eletrbnica de todo o sistema, sdo 0s responsaveis pela atividade antioxidante, o qual

resulta na formac&o de radicais estaveis.?

Varias propriedades terapéuticas da quercetina vém sendo constantemente
estudadas, pois este flavonol esta envolvido numa série de a¢des farmacologicas, tais
como, antioxidante, anti-inflamatoria, anticarcinogénica (pois atua no sistema
imunolégico), antiviral, cardiovascular e hepatico.?® A quercetina é encontrada na
natureza em sua forma livre, mas frequentemente esta na forma glicosilada. Entre as
180 diferentes quercetina glicosideas existentes na natureza, a mais comum é a

quercetina-3-rutinosideo, mais conhecida como rutina (Figura 3).’
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CHs )
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H

Figura 3. Estrutura quimica da rutina

Apesar da intensa investigacdo dos flavondides, em especial a quercetina,
sobre seu potencial benéfico a saude humana, ainda sdo necessarios o
desenvolvimento de métodos seletivos, sensiveis e robustos para o preparo de
amostras fitoterapicas. Pois, a maioria dos trabalhos envolve a sua quantificacéo total,
sendo de extrema importancia uma determinacdo mais especifica das espécies
individuais, ja que a atividade antioxidante esta diretamente associada a sua estrutura

molecular.

1.1. Determinacéao de flavondides em fitoterapicos

De acordo com o método descrito pela Farmacopéia Americana (USP, do
inglés United States Pharmacopeia), a quantificacdo dos ginkgoflavonéides
(somatdria da concentracdo de quercetina, kaempferol, isoharmnetina) no extrato de
Ginkgo biloba L., tem sido explorada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que preconiza inicialmente uma extracao e hidrélise dos glicosideos (rutina)
em meio &cido para isolar as agliconas.* Uma efetiva separacdo dos flavonéides deve
ser considerada quando suas formas conjugadas ou nédo (agliconas ou glicosideos)
estdo presentes na amostra, exigindo estratégias especificas de preparo de amostras
e seletivas de separacdo e deteccdo.'® Amostras de plantas requerem normalmente
etapas de extracdo, quelacdo, decomposicao, os quais podem envolver extracdo em

1828 com radiacdo micro-onda, *° com

fase solida ou liquido-liquido com solventes,
banho ultra-som e etc.>° Para andlise de flavonédides, devem ser tomados cuidados

com relacdo a processos abrasivos que podem acarretar em mudangas fisico-
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1

quimicas,** em rompimento de glicosideos® e em condicBes oxidativas.*® A partir

destas consideragfes, o preparo de amostras para determinacdo de flavondides em

plantas deve ser cuidadosamente avaliado em funcéo do objetivo da analise.*®!

Cromatografia liquida tem sido a técnica de separacdo mais empregada para
determinacdo de flavonéides em diversas matrizes, tais como: vinho®, plantas,*®%"34
frutas® e vegetais.**'® Na etapa de quantificacdo, detectores, espectrofotométricos,
fluorimétricos e eletroquimicos podem ser empregados ap0s a separacao
cromatografica, e atualmente, espectrémetros de massas tém sido considerados
grandes aliados para a caracterizacdo dessas espécies.’® A exploracdo da
cromatografia liquida esta associada a varredura (“fingerprint”) de diversas espécies
de flavondides de determinada classe com o objetivo de se conhecer e quantificar
todas as espécies contidas na amostra.®’ Por outro lado, andlises simultaneas de
isolamento de uma subclasse de flavonoides e estudos de sua atividade antioxidante
tém sido desenvolvidas a partir de alternativas mais simples, como a extracdo em

fase solida.3®°

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction) € um dos
métodos mais usados para separacdo de espécies quimicas presentes em baixas
concentracbes em amostras de matrizes complexas ou como forma de limpeza clean-
up.*® A SPE é um método de separacdo liquido-sélido que se comporta como uma
cromatografia liquida classica que emprega uma coluna aberta contendo a fase
sélida. A coluna, geralmente é um cartucho de extracdo que contém na base inferior e
superior um fritz (disco de polietiieno ~ 20 um) para manter a fase solida (fase
estacionaria) compacta dentro do cartucho.** A Figura 4 mostra um exemplo tipico de
um cartucho de extragdo em fase solida e as principais etapas do processo de
extracdo. O emprego da SPE visa basicamente a pré-concentracdo dos analitos de
interesse (enriquecimento), extracdo dos analitos da matriz ou a eliminacdo de

interferentes do extrato clean-up.
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PERCOLAGAO =
CONDICIONAMENTO DA AMOSTRA LAVAGEM ELUIGAO
A

ue

..A
Solvente
Amostra

:: H,0
:: o A m Interferentes
° Analito

Figura 4. Principais etapas envolvidas na extracdo em fase solida (SPE) (adaptado

de Caldas et al. *%).

Séo disponiveis comercialmente uma grande variedade de sorventes para uso
em SPE, tais como, carvao ativado, alumina, silica gel, fase quimicamente liga (silica
C18, C8, entre outros) e trocadores iGnicos organicos e inorganicos. Uma das
principais desvantagens do uso desses sorventes classicos aplicados a SPE tem sido
sua falta de seletividade. Portanto, nos ultimos anos fases mais seletivas tem sido
introduzidas, como os imunossorventes.*® Este sorvente é baseado na imobilizagéo
de materiais bioldgicos (como por exemplo, anticorpos) em suporte solido (silica
porosa) que é disposto em cartucho de SPE. Contudo, devido a baixa estabilidade
dos materiais bioldégicos em diferentes condi¢des do ambiente nativo, ha uma grande
dificuldade na sua obtenco além do seu elevado custo.** Neste sentido, os polimeros
impressos molecularmente surgem como uma alternativa atraente, pois neste caso
empregam-se moléculas molde como imitadores dos materiais biologicos para a
impressdo molecular no polimero, tornando-os altamente seletivos para a extracdo da

molécula alvo.®

2. Polimero impresso molecularmente

2.1. Um breve historico sobre impressao molecular

A primeira sintese de impressdo molecular surgiu por volta da década de 30
com Polyakov, que sintetizou um material baseado em silica gel. Neste estudo, uma

solucdo de silicato de sédio foi acidificada e apds secagem foi obtida uma matriz
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rigida de silica. Uma série de investigacfes da estrutura porosa da silica foi avaliada
frente a presenca das moléculas de benzeno, tolueno e xileno durante a producgéo da
silica. Ap6s um processo de secagem de 20 a 30 dias foi observado que cada tipo de
molécula testada proporcionava uma mudanca na estrutura da silica ao passar pelo
processo de secagem, pois deixavam espagos vazios que eram dependentes da
molécula. A adsorcdo de uma molécula especifica pela silica foi favorecida quando a
mesma foi sintetizada contendo a molécula de benzeno, tolueno ou xileno durante o
processo de polimerizacdo. Consequentemente, uma maior seletividade foi alcancada
quando o material sintetizado foi utilizado para a extracéo da molécula.*®

Em 1942, Pauling e Campbell reportaram o processo de formacdo de
anticorpos in vitro. Neste estudo, o antigeno se comportava como uma molécula
molde e o anticorpo era modelado ao redor gerando configuragbes altamente
seletivas. A partir desta concepcéo, surgiu a ideia de sintetizar um polimero impresso
molecularmente (MIP, do inglés molecularly imprinted polymers), sintetizado ao redor
de uma molécula molde, formando uma estrutura com cavidades de reconhecimento
molecular ap6s a remog¢&do da mesma.*’

Em 1949, Dickey descreveu um procedimento experimental a base de silica gel
para a extracdo de quatro diferentes corantes (alaranjado de metila, alaranjado de
etila, alaranjado de propila e alaranjado de butila). O procedimento da sintese utilizava
silicato de sodio em presenca de cada uma das moléculas moldes. Apds algumas
etapas de extracdo foi comprovado que cada um dos MIP sintetizados adsorvia uma
maior quantidade do respectivo corante quando comparado com o polimero néo
impresso (NIP, do inglés Non-Imprinted Polymers), o qual ndo possui a molécula
molde. A partir deste estudo, especificamente, varios grupos de pesquisa exploraram
o método de Dickey na producdo de adsorventes com cavidades especificas.
Contudo, apds 15 anos de pesquisa com MIP baseados em silica, houve um declinio,
pois 0s pesquisadores na época alegaram limitacdes do polimero obtido quanto a
estabilidade e reprodutibilidade.*®

Em meados de 1972, dois grupos de pesquisa independentes liderados por
[.M. Klotz e G. Wulff apresentaram os primeiros relatos de MIP baseados em sintese
organica. Neste contexto, destacou-se o grupo de G. Wulff que descreveu um
procedimento envolvendo uma reacdo de copolimerizagéo utilizando &cido D-glicérico
com divinilbenzeno com uma subsequente hidrélise do glicerato. Esta sintese foi
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investigada exaustivamente durante a década de 70 e 80 pelo mesmo grupo de
pesquisa, 0s quais observaram que o MIP apresentava reconhecimento quiral para o

acido D-glicérico.*®

Desde entdo, com destaque a partir da década de 90 (Figura 5), houve um
crescimento exponencial no numero de publicagcbes com MIP baseado em sintese
organica nas diversas areas da ciéncia, contemplando, por exemplo: quimica

analitica, organica, bioquimica, ambiental e farmacéutica.
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Figura 5. Numero de publicacdes cientificas sobre MIP nas diversas areas da ciéncia
a partir de 1990. Fonte: Web of Science. (Palavras-chaves: molecularly and imprint

and polymers).

2.2. Processo geral de obtencao de polimero impress 0

A maioria dos estudos reportados de impressdo molecular apresenta a sintese
organica via polimerizacdo radicalar como a mais explorada e que ainda ocupa um
lugar de destaque. A terminologia “impressdo molecular” se refere a producdo de
sitios especificos de ligacdo, denominados de reconhecimento molecular, que séo

modelados a partir de uma molécula molde (também denominado como template).*®

O processo geral da sintese de um MIP e 0 seu mecanismo de atuacdo sao
mostrados na Figura 6. A sintese consiste, inicialmente, na formacédo de sitios

especificos de ligacdo que sao formados por meio de interacdes covalentes ou nao-
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covalentes, entre os grupos funcionais da molécula molde (MM) e dos monémeros
funcionais (MF) em um solvente apropriado. A ligacdo entre os MF é realizada pela
adicdo de um agente de ligacdo cruzada (do inglés cross-linker) o qual realiza a
ligacdo de todos os mondémeros, a fim de formar uma matriz polimérica e rigida em
torno da MM. A polimerizacdo se inicia na presenca de um reagente iniciador radicalar
na auséncia de oxigénio, geralmente realizada com um fluxo de um gas inerte (N, ou
Ar), e em seguida é induzida por temperatura ou radiagéo ultravioleta (UV). Por fim, o
solido polimérico é moido, peneirado e submetido a um processo de remocao da MM

com um solvente de extracdo apropriado. ApOs este processo, as cavidades

tridimensionais com sitios especificos de ligacdo agem no reconhecimento do
M50,51

composto com estrutura similar a M

K. =
?m

Polimerizagdo

—

Remocao da
MM

R —

Polimero impresso

Figura 6. Esquema genérico da sintese do MIP (MM: molécula molde, MF: monémero

funcional, LC: agente de ligacdo cruzada, I: iniciador radicalar).

A polimerizacao via radical livre € o método de sintese mais empregado para a
conversdo de um monémero a um polimero, e tem sido explorada amplamente na
indGstria para a producéo de muitos plasticos comerciais.>® Este processo pode ser
explorado em condi¢do branda, temperaturas ambientes, em solugéo ou em bloco (do

inglés bulk) e é bastante tolerante com relacdo a impurezas. Devido a essas
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vantagens, este processo € 0 mais recomendado para a sintese do MIP. O
mecanismo é constituido de trés estagios distintos: (1) iniciacdo, (2) propagacéao e (3)
terminacdo.*® A etapa de iniciacdo parte do uso de iniciadores termicamente instaveis
que sao decompostos termicamente (por temperatura ou radiagcdo) com a formacao
de centros ativos e que rapidamente o radical ativo gerado ataca a dupla ligagéo de
um monomero (C=C) transferindo o centro ativo e iniciando a polimerizagéo e
permanece ativo durante toda a sintese. A propagacdo segue com a consequente
transferéncia do centro ativo de mondémero a monémero e, por fim, a terminacao
ocorre com a interrup¢do do crescimento da cadeia através do desaparecimento do
centro ativo quando toda a cadeia polimérica esta formada.>*

A sintese dos MIP deve ser realizada especificamente para cada molécula,
uma vez que as cavidades sdo dependentes da estrutura tridimensional da molécula
usada como molde. Estas cavidades sdo formadas por meio de ligacbes quimicas
entre o analito e o mondmero funcional.>* Logo, os tipos de interacdes envolvidas na
impressdo molecular sédo classificadas como ligagbes covalentes, ligacdes néao-
covalentes, ligagcbes covalente e nao-covalente e as ligagbes com metais de

coordenacao.

1.5 e tem como

A impresséo covalente foi proposta inicialmente por Wulff et a
principio basico a formacao de ligacdes covalentes reversiveis entre o MF e a MM
antes de iniciar a polimerizagdo. Entretanto, apds a polimerizagdo, ocorre uma
dificuldade em quebrar as ligacdes covalentes para a retirada do molde, j4 que as
ligacbes sao consideradas de natureza forte. Em alguns casos, devido a alta
estabilidade entre as ligacdes formadas entre MM e MF, é necessaria a realizacdo de
condigbes drasticas de hidrolise. Outro inconveniente € o numero limitado de
moléculas compativeis com essa metodologia, sendo necesséario que pertencam as

classes dos alcodis, aldeidos, cetonas, aminas ou acidos carboxilicos.>®°’

A impressao nao-covalente, que explora ligagbes nao-covalentes entre o MF e
a MM tem sido a mais estudada e mais aplicada desde a sua concepcdo.?**° Sua
ampla aplicacdo € devido a versatilidade das interagcbes nao-covalentes, tais como,
ligacbes de hidrogénio, i6nica, ion-dipolo, dipolo-dipolo.”® Além disto, a cinética de
ligacdo é bastante rapida e simplificada, bem como a clivagem das ligacGes para a

retirada da molécula molde. Entretanto, algumas limitacdes séo observadas quanto a
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formacao dos sitios de ligagdo heterogénea em funcéo da natureza fraca das ligagbes

nao-covalentes.

Uma alternativa versatil para contornar as limitacdes provenientes das
impressdes covalente e ndo-covalente foi combinar as caracteristicas vantajosas de
ambas as impressées, denominada de impressdo baseada em sacrificacdo espacial.>®
Esse procedimento utiliza um MF que se liga a MM por meio de ligagdes covalentes,
mas que é facilmente retirado por clivagem hidrolitica liberando CO, ap6s a
polimerizacdo. Os grupos remanescentes no sitio formado (apdés a hidrolise) séo
capazes de se religar a MM por meio de interagcbes nao-covalentes. Assim, as
interacbes covalentes entre o MF e a MM s6 ocorrem na etapa de sintese,
possibilitando ligagbes de carater nado-covalente para as cavidades de

reconhecimento molecular impressas no polimero.*

Diante dos tipos de ligagfes reportadas para a sintese do MIP outra estratégia
tem sido a insercdo de ions metalicos para aumentar a reatividade e seletividade dos
sitios de reconhecimento molecular. Isto pode ser devido as propriedades do metal de
coordenacao em organizar os grupos funcionais e criar sitios especificos ou seletivos
em funcdo da formacdo de complexos. Segundo Fan e Wang,”® as interagbes por
meio dos metais de coordenacdo com a MM sdo mais fortes do que as ligacbes de
hidrogénio e as forcas de Van der Walls. Além disso, destaca-se que a for¢ca dessas
interagBes/ligacdes sdo relativamente estaveis em meio contendo agua e alcool e que
a configuracdo espacial dos complexos formados sdo mais especificas. Contudo,
algumas orientacGes devem ser consideradas durante a sintese do MIP em presenca
do ion metaélico, tais como: (a) a compatibilidade com as condi¢bes da polimerizacéo,
onde os centros metalicos ndo podem inibir as etapas de iniciacdo e propagacéao, (b)
devem possuir esfera de coordenacdo bem definida e (c) a interacdo metal-MM deve
ser estavel nas condicbes de polimerizacdo e label o suficiente para permitir a

remocdo da MM. 4649

2.2.1. Etapa de remocao da molécula molde

Embora a polimerizacdo seja considerada a etapa critica para obtencdo de um

MIP com as caracteristicas desejadas em relacdo a morfologia, a uniformidade das
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particulas e a presenca dos sitios seletivos, a etapa de remog¢édo da MM do polimero é
sem davida a etapa essencial para formacéo das cavidades intactas e seletivas.>
Porém, poucos estudos descrevem as condicdes e as técnicas usadas na remocéao da

MM sem provocar danos, rupturas ou colapso das cavidades impressas.

Mesmo que nas Uultimas décadas tenham sido observados avancos nas
técnicas de remocé&o, poucas técnicas ainda sdo empregadas para a remocao da MM.
Os métodos de remocao convencionais mais usados sdo a imersao dos polimeros em
solventes organicos, solucéo tampéao e a extracao por Soxhlet com ciclos de lavagens
continuos. A remocéao total da MM pode representar uma dificil etapa, mesmo apos
exaustivas lavagens com o solvente adequado, devido a dificuldade do solvente
atingir regides altamente reticuladas, ou seja, retirar a MM residual ocluida nas

cavidades e provocar a quebra das interacdes entre a MM e o polimero.®

A Figura 7 mostra um esquema com cinco modos de remoc¢édo da MM apoés a
sintese do polimero impresso. A remoc¢ao adequada da molécula molde, Figura 7 (A),
requer a utilizacdo de um solvente apropriado para acessar as cavidades do MIP de
forma adequada, o que garante um maior desempenho ao polimero impresso na

etapa de extragdo.*

A Figura 7 (B) exibe um MIP com a remocao incompleta da MM. Um estudo
relatado por Levi and Srebnik®* exemplifica este fato utilizando um modelo de
simulacdo de um MIP impresso com uma proteina, que consiste de uma
biomacromolécula. Pelos dados gerados pode ser observado que apds a etapa de
remocgdo da proteina quase 25% da MM ainda permanecia ocluida no polimero,
comprometendo a etapa de remoc¢édo do analito de interesse em etapas posteriores.
Vale ressaltar que a seletividade do MIP também é influenciada pelo tamanho da MM.
Nesse sentido, a sintese do MIP com biomacromoléculas ainda € um desafio, por
apresentar caracteristicas como: estruturas conformacionais flexiveis, mudltiplas
ligacbes fracas disponiveis na superficie e insolubilidade em meio aquoso, que

dificultam a sua impressé&o e a remocéo da mesma da cavidade do polimero.®?

Com relacdo a Figura 7 (C), diferentes tipos de ligacfes quimicas podem estar
envolvidas na interacdo entre MM e MIP, o que requer na etapa de remoc¢éao da MM o
uso de condi¢des drésticas, como por exemplo, utilizar solu¢cdo de pH em extremos,

acidos ou bésicos, ou 0 uso de temperatura elevada por um longo periodo de tempo.
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Contudo, a utilizacdo dessas condigbes pode ocasionar um rupturas, ou seja,
distor¢bes da cavidade do MIP, gerando a estrutura representada na Figura 7 (C) e

resultando em um polimero com baixa eficiéncia na extrac&o.®®

(E} (A)
Distorcéo dos Remocgido
pontos de adequada
ligagdo

Remocao
incompleta

(D)
Colapso da
cavidade apis
remocao ©)
Ruptura da

cavidade

Figura 7. Esquema dos modos de remocdo da MM do MIP (adaptado de Lorenzo et

al.>d).

Outro fato que pode ser observado na remoc¢édo da MM é quando as moléculas
do solvente penetram dentro da rede polimérica e ocupam posi¢des entre as cadeias,
podendo provocar o colapso da cavidade, Figura 7 (D). Além disso, as ligac6es fracas
e secundarias intermoleculares envolvidas podem enfraquecer e causar um inchaco
no polimero durante a extracdo e secagem, e provocar distorcdo dos pontos de
ligagdo, Figura 7 (E), ou nas forgas das interagdes envolvidas entre a MM e o
polimero. Apesar dos varios problemas que podem ocorrer ao MIP apds a remocéao
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da MM de forma inadequada, poucas investigacbes ainda foram divulgadas neste

contexto.

Lorenzo et al.>®

destacou trés estratégias de remocao da MM: (i) extracdo com
solventes utilizando Soxhlet ou por imersao; (ii) extracdo assistida fisicamente por
ultra-som, micro-ondas ou liquido pressurizado; (i) extracdo com solvente
supercritico (por exemplo, CO,) ou subcritico. Vale salientar que cada técnica
apresenta suas vantagens e limitacbes que devem ser levadas em consideragao para
a escolha, cujo objetivo € remover a MM de forma adequada, disponibilizar as

cavidades na etapa de remocao e aumentar o desempenho do MIP.

2.3. Processos de sintese do polimero impresso

Na literatura varios métodos de polimerizacdo tém sido propostos para sintese

4

do MIP, tais como: polimerizacdo em bulk ou em massa,® em suspensdo,®* por

precipitacdo,®® por enxerto,®

e recentemente vem sendo explorado os materiais
baseado no processo sol-gel (PSG) na obtenc¢éo da silica impressa molecularmente
(M1S).%’

Considerando os procedimentos de sintese utilizados no desenvolvimento
dessa tese, a seguir é apresentada uma revisdo da sintese do MIP baseado em

sintese organica e a sintese de MIS por meio do PSG.

2.3.1.Sintese organica do MIP

Dentre os inumeros métodos descritos, a polimerizacdo em bulk tem sido o
processo mais estudado para a formagédo do MIP, por ser considerado um dos mais
simples.>® Neste processo, todos os reagentes sdo misturados em uma ampola
selada sem presenca de oxigénio. ApOs a polimerizacdo realizada por termolise ou
fotélise é formado um bloco de polimero. Este bloco é entdo moido e peneirado até a

granulometria desejada.

A seletividade especifica do MIP depende exclusivamente do processo de
sintese e consequentemente das variaveis envolvidas: propor¢cdes molares entre a
molécula molde e monémero funcional, tipo e quantidade de solvente, quantidade do

reagente de ligacdo cruzada e iniciador radicalar, tempo e processo de polimerizacéo.
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A sintese exige um entendimento profundo de equilibrio quimico entre os compostos
envolvidos, teoria de reconhecimento molecular, termodindmica e quimica de
polimeros para se obter um polimero com elevado numero de cavidades de
reconhecimento molecular.®® Desta forma, a otimizacdo dos parametros envolvidos
antes da sintese se torna o principal estudo quando sédo confeccionados os polimeros

impressos molecularmente.

Para a confeccdo de polimeros molecularmente impressos com moléculas
moldes ha a necessidade de se conhecer profundamente todas as variaveis

envolvidas e suas interdependéncias:>

a) Molécula molde (MM) ou analito: molécula de interesse que servira como
molde no polimero. Sua estrutura molecular determina o tipo de monémero funcional
a ser utilizado na sintese, ja que as ligacdes quimicas entre ambos é que fundamenta
o0 reconhecimento molecular. O analito deve ser quimicamente inerte sob as
condicbes de polimerizacdo e estavel sob condi¢cdes de sintese (temperatura ou

radiacdo UV).

b) Solvente: substancia que dissolve a MM na preparacdo para a sintese e que
durante a sintese reune (agrega), em uma so fase, todas as substancias envolvidas
na polimerizacdo. Por isto, o solvente é caracterizado como porogénico, substancia
responsavel pela formacdo dos poros nos polimeros, 0 que é resultante da sua
capacidade de agrupar a molécula molde, monémero funcional, o reagente de ligacao
cruzada e o iniciador radicalar durante a polimerizagdo. A natureza e o volume do
solvente influenciam diretamente a morfologia e o volume total de poros do polimero.
Solventes apolares e aproticos sdo os mais usados devido a melhor solubilidade com
outras substancias e a ndo capacidade de doarem prétons durante a sintese. O
volume do solvente influencia diretamente o volume dos poros, ja que € o responsavel
pela juncdo de todas as substancias durante a sintese, sendo observado que o uso
de um maior volume de solvente, assim como o emprego de solventes mais volateis
permite obter um controle maior do tamanho e da distribuicdo de poros. Os solventes
geralmente usados sdo acetonitrila, tolueno, dimetilsulféxido, metanol, cloroférmio,

etc.
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c) Monémero funcional (MF): substancias responsaveis pelos sitios de ligacédo
no polimero impresso resultantes de sua interacdo com a MM. O monémero deve
corresponder a funcionalidade da MM (ex.: doador de H com receptor de H) e as suas
interacbes devem ser fortes o suficiente para realizar a formacdo dos sitios de
ligacdo, mas também, fracas o suficiente para permitir a retirada da MM e formar as
cavidades de reconhecimento. Geralmente a quantidade de MF deve estar em
excesso com relacdo a MM (4:1) para assegurar que todo o molde permaneca envolto
por mondmeros funcionais. Misturas de mondémeros funcionais também podem ser
usados para prover uma cavidade mais especifica no polimero, entretanto, podem
ocorrer copolimerizacdo e complexacéo do molde durante a sintese.’ Desta forma, a
escolha de um MF ou de uma mistura de mondémeros deve ser cuidadosa. A Figura 8
apresenta os principais tipos de MF acidos, basicos e neutros utilizados na sintese de
MIP.

ACIDOS
H HaC OH 0 Q o
OH
>~ r— / < > oy HO
| H,C O OH o
O
acido acrilico acido metacrilico acido p -vinilbenzéico acido itac6nico
BASES
‘ NH ‘ N %
4-vinilpiridina 4-vinilimidazol 1-vinilimidazol alilamina
NEUTROS
HsC NH,
7 NH, CN
0 @)
acrilamida metacrilamida acrilonitrila estireno

Figura 8. Monémeros funcionais comumente empregados na sintese de MIP.%°

d) Agente de ligacéo cruzada (LC) : reagente que realiza a unidao de todos os MF

para a formacdo do arranjo tridimensional do polimero. Um dos reagentes mais
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utilizados é o EGDMA (etilenoglicol dimetacrilato), que desempenha diversas fun¢des:
controla a morfologia da matriz polimérica (macro porosa, gel, micro-gel), estabiliza as
ligacbes impressas (ligacbes molde-mondémero funcional) e gera a estabilidade
mecanica ao polimero. Este reagente geralmente estd em excesso (cerca de 80%),”
e seu carater funcional deve corresponder ao do MF, principalmente quando sao
realizadas mistura de mondémeros.** A Figura 9 ilustra as estruturas moleculares dos

principais reagentes de ligacao cruzadas usados na sintese de MIP.

Etilenoglicol dimetacrilato Tetrametileno dimetracr ilato p-divinilbenzeno
/
O NH NH
L 7 1
= NH =
Y (0] 0]
0

1,3 diisopropenil benzeno N,O,bisacriloil-L-fenilal ~ aninol 2,6 bisacriloilamidopiridina

Figura 9. Estruturas quimicas de alguns reagentes de ligacdo cruzada usados na

sintese do MIP.%°

d) Iniciador radicalar: reagente quimico fornecedor de radicais livres durante a
polimerizacdo. Ele gera o primeiro radical por meio de sua decomposicdo por
termolise ou fotdlise, e inicia a polimerizacdo pela primeira molécula do agente de
ligagdo cruzada até a ultima molécula, obtendo o fechamento da cadeia com todos os
mondmeros e formando um polimero. Iniciadores como o 2,2’-azobisisobutironitrila
(AIBN) pode ser decomposto tanto por temperatura quanto por fotdlise.*® A
estabilidade da temperatura € muito importante para se obter um polimero bem
estruturado, no caso de haver modificagdes bruscas na temperatura, serédo formados
radicais de forma descontrolada, bem como os polimeros podem apresentar menores
quantidades de cavidades impressas. As estruturas quimicas dos principais

iniciadores radicalares sdo demonstradas na Figura 10.
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2,2’-azobis(isobutironitrila) Peroxido de benzoila

Figura 10. Estruturas quimicas dos iniciadores radicalares usados na sintese do
MIP 69,71

A caracterizacdo dos polimeros apés a sintese € a etapa mais dificil de ser
avaliada devido aos processos de impressao ocorrer em nivel molecular. Diversos
métodos sdo empregados para a caracterizacdo quimica do MIP. A micro-analise
elementar da porcentagem em massa de carbono, hidrogénio, nitrogénio, cloreto, etc.,
€ um meétodo usado, permitindo a verificacdo de copolimeros, mas nédo permite a
quantificacdo de tracos de moléculas molde. O uso da espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier Transform
Infrared) também pode ser aplicada para verificacdo de ligacbes quimicas e
mudancas funcionais do MIP. Para a caracterizagdo morfologica, onde se verifica
tamanho e a quantidade dos poros, distribuicdo na area superficial, etc. podem ser
explorados métodos como o de porosimetria com sor¢cao de nitrogénio, experimentos
com solventes e microscopia eletrdnica por varredura (MEV).>? A caracterizagéo do
comportamento de reconhecimento molecular tem sido a mais dificil de realizar, mas
analises por titulacdo com Ressonancia Magnética Nuclear demonstraram a ligacao
dos monémeros funcionais em volta da molécula molde.”? Estudos envolvendo
absorcdo molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis) e diferencas de temperatura na
eluicAo por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) também podem ser
explorados.”

A sintese dos MIP requer entdo um elevado controle dos parametros
envolvidos. A falta de conhecimento da interdependéncia destes parametros pode

gerar polimeros com altas variacdes na impressao molecular com poucos sitios de
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ligacdo especificos. A vasta literatura sobre MIP disponivel atualmente, descreve
diversos procedimentos envolvidos antes e depois da sintese, relatando teorias e
fundamentos potencialmente Uteis quando estdo sendo almejados novos

pOll'merOS 24,45,52-54,57.

2.3.1.1.  MIP para quercetina aplicados a SPE

Alguns trabalhos na literatura tém relatado a eficiéncia do uso de polimeros
impressos para quercetina com melhoria nas etapas de clean-up de amostras
complexas e como extrator em fase sélida previamente a separacdo cromatografica e
deteccdo UV.”*" Entretanto, a grande maioria dos grupos de pesquisa focam o
procedimento de preparo e a caracterizacdo dos materiais de reconhecimento
molecular, sendo que apenas recentemente tem sido explorado sua aplicagdo como
SPE. 76,77-79

Song et al.,”®

prepararam um MIP usando a quercetina (MM), acrilamida (MF),
EGDMA (LC) em quatro diferentes tipos de solventes porogénicos: 1,4-dioxano,
tetrahidrofurano, acetona e acetonitrila. Os resultados indicaram que o MIP preparado
com tetrahidrofurano foi o que apresentou maior adsorcdo em relagdo aos outros
polimeros sintetizados. Segundo os autores, o material apresentou seletividade
satisfatoria frente aos analogos, rutina e catecol, demostrando seu potencial para a
aplicacéo e pré-concentracado de amostra de extrato de cacumen platycladi por CLAE.
Contudo, comparando os MIP sintetizados com polimero controle (NIP) a partir do
fator de impressdo (IF, do inglés Imprinting Factor), definido como a razdo da
adsorcao do MIP em relacédo ao NIP, foram obtidos valores préximos de 1, mostrando
que o efeito de reconhecimento molecular ndo foi efetivo no material sintetizado. Além
disso, os autores ndo apresentam resultados da reutilizacdo do cartucho SPE

produzido.

Molinelli et al.” descreveram a sintese do MIP com quercetina usando 4-
vinilpiridina (MF), EGDMA (LC) e solvente porogénico acetona. As particulas obtidas
apresentaram tamanho menor que 25 um e o polimero foi aplicado na extracdo de
quercetina em uma amostra de vinho tinto. Os autores obtiveram excelente
seletividade frente aos analogos rutina, morina e catequina e um eficiente clean up e

pré-concentracdo da amostra de vinho tinto analisada. Além disso, segundo os
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autores, foi obtida uma otima recuperacdo de 98,2 %. Contudo, o calculo realizado
pelos autores considera apenas a recuperacéo da quercetina que ficou adsorvida no
MIP ap0s o processo de dessorcao. Caso todo o processo tivesse sido considerado
pelos autores, a recuperacdo real obtida seria apenas de 53,1 %. Cabe destacar

ainda que nao foi demonstrado que o cartucho pode ser reutilizado.

Lépez et al.”® sintetizaram um MIP de quercetina (MM) utilizando 4-vinylpiridina
(MF), etilenoglicol dimetacrilato (LC) em acetona/acetonitrila. Diferentes composi¢oes
foram avaliadas, sendo selecionada a proporcédo (1:4:20) de (Quer : MF : LC). O
material foi aplicado em amostras de chas vermelho, preto, branco e verde para clean
up e pré-concentracao de catequinas. Os resultados mostraram que a capacidade de
adsorcao do MIP foi muito maior para catequina e epicatequina em comparagdo com
quercetina, que pode ser explicado pela similaridade das estruturas. Por outro lado, a
quercetina apresentou uma especificidade superior aos outros compostos (catequina,
epicatequina, epigallocatequina gallate, tocoferol). As recuperacfes obtidas variaram
entre 60% e 100% para os diferentes chas naturais, enquanto que para o NIP foram
obtidas recuperacdes abaixo de 50%. Assim como no trabalho citado anteriormente,

nao foi destacada pelos autores se a reutilizacdo do MIP em SPE é possivel.

Nas Ultimas décadas, consideraveis esforcos vém sendo realizados por
diversos grupos de pesquisa na obtencdo de adsorventes organicos seletivos (MIP)
baseados em monémeros acrilicos. Mahony et al.,®° ressaltam algumas vantagens do
polimero impresso, como por exemplo, facilidade da sintese, baixo custo dos
reagentes usados, alta seletividade e robustez. Apesar destas vantagens, essa
estratégia ainda possui algumas restricdes, como por exemplo, a dificuldade de
remover toda a MM de forma adequada,®® problemas na sintese do MIP em meio
aquoso devido a solubilidade limitada de alguns agentes de ligacdo cruzada,®

61 existéncia de sitios de

impressdo de moléculas grandes como molécula molde,
ligacdo ndo especificos devido ao excesso de MF adicionado na sintese® e a
necessidade de melhorar a reprodutibilidade do MIP como SPE.** Portanto, neste
mesmo segmento surge o interesse por novos materiais adsorventes e uma elegante
alternativa foi a combinacdo de compostos inorganicos e organicos, com destaque
para silica organicamente modificada (ORMOSILS, do inglés organically modified

silicates),®*® baseado no processo sol-gel (PSG).
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2.3.2 Sintese do MIS baseado no PSG

Inicialmente, o PSG foi reportado por Ebelman em 1845, sendo a sintese
baseada numa reacdo de hidrélise lenta de éster e acido silicico que formou um
material transparente de alcoxido metélico. Com a descoberta desta tecnologia, quase
um século depois (1930), surgiu o interesse por Geffcen e Berger da companhia
vidreira alema Schott em produzir vidros em escala industrial. Os vidros produzidos
sob reacbOes controladas de hidrolise e condensacdo a baixas temperaturas,
apresentaram elevada pureza, homogeneidade e permitia a incorporacao de camadas
delgadas de 6xidos metélicos atribuindo aos vidros propriedades 6pticas.?* A partir
desta época o PSG vem sendo investigado, aperfeicoado e aplicado por varios grupos
de pesquisa, para as diversas areas tecnologicas, como por exemplo: Optica
(coletores solares, laser, amplificadores), eletronica (capacitores, sensores, filmes
supercondutores), biomédica (implantes, tecidos vivos) e quimica (catalisadores,

membranas, filmes, fibras, ceramicas e fases sélidas).?*®

De uma maneira geral, o PSG consiste na formacdo de uma rede
tridimensional inorganica por meio de reagdes quimicas que ocorrem em solucédo a
baixa temperatura. Experimentalmente € uma rota de sintese que forma sélidos que
sdo originados da transicdo do sistema sol para um sistema gel. O termo sol é
definido como uma suspensdo coloidal de particulas sélidas em meio liquido,
enquanto que o gel refere-se a uma estrutura sélida, rigida, porosa e interconectada
originada de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel

polimérico) encapsulado numa matriz liquida.®®

A Figura 11 ilustra uma série de etapas do PSG que séo divididas basicamente
na formagé&o do sol, gelificagédo, envelhecimento e secagem. Devido a versatilidade do
PSG, podem ser obtidos materiais com uma variedade de formas, conforme o

processo de secagem, tais como: pés, filmes, fibras, ceramicas e monolitos.®’
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Figura 11. Etapas do processo sol-gel e suas aplicagcbes conforme processo de

secagem (adaptado de Niederberger et al.).?’

O estudo reportado por Kakihana® expde uma subdivisdo de algumas das
rotas do PSG em: i) reacao sol-gel néo hidrolitico, ii) dispersdo coloidal, iii) hidrolise e

condensacado de metal alcoxido® iv) hibrido organico-inorganico.®

O PSG € uma estratégia que altera as propriedades dos materiais e podem
conferir boa estabilidade térmica e quimica, muitas vezes superior as propriedades
originais dos componentes individuais. Portanto, considera-se o ORMOSILS
altamente promissor para obtencao da silica impressa molecularmente (MIS, do inglés
molecularly imprinted silica), devido principalmente a facilidade no preparo.

No geral, a reacdo do PSG pode ser dividida em duas etapas i) hidrélise do
precursor e ii) condensacéo dos grupos hidrolisados.®*®” Os precursores inorganicos
utilizados no PSG podem ser de dois tipos, 0os baseados em sais metalicos (cloreto,
nitrato ou sulfato) e os alcoxidos metélicos, sendo este Ultimo o precursor mais
amplamente empregado no processo devido a sua facilidade em reagir com agua e
pela sua versatilidade. O precursor alcoxido metalico € membro da familia dos
compostos organometalicos, e apresenta a férmula geral M(OR);, onde o M
representa um metal (ex.: silicio, titanio, zirconio) e o R um grupo alquil, sendo estes

de constituicdo mais simples e de baixo custo.*
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Dentre os precursores alcoxidos mais explorados para os estudos dos MIS
destacam-se: 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTMS),** feniltrimetoxissilano
(PTMOS),* metacriloxipropiltrimetoxissilano (MPTMS),?® tetrametoxissilano (TMOS),
feniltrietoxissilano (PTEOS) e tetraetoxissilano (TEOS),** sendo este Ultimo o mais

usado na sintese do MIS.

A Figura 12 apresenta as principais rea¢des envolvidas no PSG, a de hidrélise

(Equacdo A) e de condensacdo (Equacdes B e C) com o precursor alcoxido de
84,87

silicio.
OCH3 OCH3
| Hidrélise |
CH30— Si—OCH;3; * H,0 =—= HO— Si—OCH3; + CH3OH (A)
OCHg3 OCHj
alcéxido de silicio silanol
OCHs OCH3 Condensac&o OCH;  OCHj3
) aquosa | | B
CHsO—Si—OHM  + HO—Si—OCH; ——> CHg—Si—0— Si—0OCH; + Ho0 (B
OCHj3; OCHj CH4 CHs
(ou)
?CH?’ OCH3 Condensag&o ?CHE» ?CH3 ©)

alcodlica . .
CHi0— Si—OCH3 + HO— Si—OCHs =—> CHy0— Si—O— Si—OCH3; + CH30H

OCH3 CH3 OCH3 OCH3

Figura 12. Reac0Oes de hidrélise do alcoxido de silicio (A) de condensacao aquosa (B)

e condensacao alcoolica (C) pelo PSG.

A Figura 12A ilustra a reacao de hidrolise do precursor alcéxido de silicio que
por meio da reacdo direta com a agua sofre hidrolise e forma grupos reativos do tipo
silandis (Si-O-H) e consequentemente libera alcool. Antes de completar a reacdo de
hidrélise inicia-se a reacdo de condensacéo, que forma o grupo siloxano (Si-O-Si) em
duas etapas. A primeira condensacéao, Figura 12B, envolve a reacédo de oxolacdo, em
que dois grupos silandis reagem entre si e liberam a agua. A Figura 12C mostra a
etapa de condensacdo por alcoxolacdo, em que ocorre a reacado quimica entre um

alcoxido e um hidréxido que forma o grupo siloxano, que conduz a forma final da silica

31



Revisao da Literatura

amorfa e libera o subproduto alcool.?®®” Até a obtencdo final da silica o precursor

alcoxido passa pela sequéncia: oligbmero, coléide (sol), gel, xerogel.*

Corriu® ressalta que a sequéncia reacional do PSG é mais complexa do que a
descrita pelas reacfes apresentadas na Figura 12, e que a etapa de condensacao se
inicia antes da etapa de hidrolise ser concluida, o que dificulta o entendimento deste
mecanismo, ainda pouco esclarecido. Além disso, diversas variaveis afetam a taxa de

hidrélise e condensacdo das reacdes, como por exemplo,?*%

i) razdo agua:alcoxido,
i) pH, iii) tipo do precursor, iv) temperatura, vi) concentracdo e natureza dos
reagentes e v) tipo e natureza do catalisador (acido ou basico). Logo, esses
parametros alteram a estrutura e as propriedades dos materiais, levam a formacéo de

cadeias lineares, entrelacadas, clusters ou particulas coloidais.

Na catalise acida, por exemplo, a condensacdo ocorre nas extremidades dos
oligbmeros formando géis predominantemente de cadeias lineares com baixos
volumes de poros devido a velocidade da reacdo de condensacao ser maior que da
hidrolise (reacdo eletrofilica). No caso da catalise basica, a condensacdo ocorre
preferencialmente no centro dos oligbmeros, e os géis formados sédo particulados e
possuem uma grande porosidade devido a velocidade da hidrdlise ser maior que a

condensagéo (reacdo nucleofilica).?®%%%

O PSG possui inimeras vantagens em relacdo a sintese organica, como por
exemplo: i) simplicidade no procedimento experimental, ii) boa estabilidade térmica e
quimica, iii) obtencdo de silica com diferentes propriedades fisicas (forma de
particulas, area superficial, tamanho dos poros, grau de incorporacdo organica sendo
controladas pelas condi¢cdes reacionais e escolha do precursor a ser usado), iv)
atmosfera ndo precisa ser controlada. Ainda € possivel incorporar biomoléculas a

%9798 o jons metélicos.®® Em relacdo as

rede inorganica em temperaturas brandas,
desvantagens do processo é possivel destacar o elevado custo de alguns precursores
e que a sintese em alguns casos pode ser longa e comprometer a reprodutibilidade

dos materiais.%

2.3.2.1. MIS para quercetina aplicado a SPE

Embora o PSG seja conhecido ha bastante tempo, apenas na ultima década

tem sido explorado na producdo de MIS. Como foi mencionado anteriormente na
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secao 2, os primeiros polimeros impressos baseados em silica gel ainda em meados
de 1950, mas devido as limitacbes observadas na época esses materiais nao foram
considerados promissores. Contudo, a partir de 2001, nota-se um elevado
crescimento no numero de publicacbes com MIS nas diversas areas da ciéncia,

conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13. Numero de publicacdes cientificas sobre MIS nas diversas areas da
ciéncia a partir de 1997. Fonte: Web of Science. (Palavras-chaves: molecularly and

imprint and silica and sol-gel).

Na literatura sdo descritos diferentes procedimentos para sintese do MIS
baseado no PSG que pode ser preparados por meio do uso do precursor (alcoxidos
metélicos) impressos com uma molécula molde (ex.: molécula organica, ions

metalicos)?%991%°

em presenca de mondmeros o0rganicos com precursores
inorganicos® e a silica gel modificada.'® E importante destacar que os procedimentos
baseados em polimeros impressos por PSG, ainda ndo possuem um procedimento
bem estabelecido na maneira em que sao adicionados a MM (composto organico) e
os tipos e as quantidades de precursores usados, diferente do que é observado para
as sinteses de polimeros impressos a base de acrilato. Logo, os tipos de interacdes

envolvidas entre a MM e o precursor podem ser ligacdes covalentes, ndo-covalentes

33



Revisao da Literatura

e as ligagcbes com metais de coordenacao, sendo o Ultimo bastante explorado para a
extracéo e pré-concentracdo de fons metélicos.®’

Na sintese do MIS né&o covalente (Figura 14), a MM pode ser solubilizada em
um solvente apropriado antes de se iniciar a reacao de hidrdlise e condensacéao. No
caso do uso de um precursor apolar, ao ser colocado em presenca de um solvente
polar (como etanol, por exemplo), os sitios especificos de impresséo sédo gerados por
ligacdo de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, eletrostatica, entre outras.®” A
medida que as reacdes de hidrélise e condensacéo avancam os MF ou LC, que neste
caso sao 0S precursores, reagem entre si através das ligagbes entre 0s grupos
terminais, ocorre o entrecruzamento da MM nas cavidades do material, o crescimento
dos polimeros e 0 aumento da viscosidade. Consequentemente, é formado agregado
de dimensdes macroscopicas, o gel, e ap0s essa etapa prossegue-se com O
envelhecimento do gel. Na etapa final o subproduto gerado, o alcool ou a agua é
evaporado e o MIS obtido é submetido a etapa de remo¢do da MM com um solvente
apropriado, conforme descrito em detalhe na secdo 2.2.1. Por fim, obtém-se um
material, MIS, que possui sitios especificos de impressao que séo disponibilizados na

extracao do analito de interesse.

OR Solvente
Li"“m Catalisad
atalisador
rRo~  OR
Precursor
HO remogao da MM
lSi‘/OR /OR
T’/ -
) /) "oRr,OH
_-Si—0OH. —o?
RO RO / ; ; Si
<~ SoR

HO RO““'Si/ Si MIS

Figura 14. Silica impressa molecularmente ndo covalente por PSG (adaptado de
Diaz-Garcia et al.®").
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Com relagéo a aplicacdo de MIS para a determinacdo de quercetina, apenas o
trabalho de Yang et al.,'™ foi realizado. Nesse trabalho os autores prepararam um
MIS em uma superficie de silica gel com quercetina (Figura 15). A sintese foi
conduzida inicialmente com a ativacéo da superficie da silica gel com acido cloridrico
10% em refluxo por 12 h. Separadamente foi preparada uma mistura de quercetina,
APTMS (MF) e TEOS (LC) solubilizadas em metanol sob agitacdo constante por 30
min. Em seguida foi acrescentada silica gel ativada, recém preparada, e adicionada a
solucdo de acido acético ao meio reacional e a mistura foi agitada por 15 h a
temperatura ambiente. A molécula molde foi removida com metanol, metanol/aménia
e &gua deionizada. Os resultados descritos indicaram que o MIS apresentou
capacidade de adsorcao superior ao NIS e seletividade satisfatoria frente ao seu
analogo (gemisteina) obtendo um fator de impressdo (IF) de 2,4. Sendo este um

importante fator para avaliar o reconhecimento molecular do MIS em relagao ao NIS.

- Q )
CZHSO\ .—/\/NHZ
silica gel GH0 /Sl
S HCl
< OH + :l- —_—
@ C,H,0
HO o) _— B i
@ ] CH;0—Si—0C,H;
OH O on GH,0
q :

dessorgio

B ——
—e

adsorgio

Figura 15. Preparacdo da silica impressa molecularmente para quercetina por PSG

(adaptado de Yan et al.”®)

Diversas aplicagfes de MIS com outras moléculas organicas foram ressaltadas
na literatura, pode-se destacar os trabalhos que empregaram o precursor TEOS e

este combinado com outros precursores.?9100102

Tsai e Syu® sintetizaram um MIS para creatinina (metabdlito usado como

biomarcador da funcédo renal). Foi utilizado o precursor TEOS que foi hidrolisado em
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presenca de agua, proporcionando a formacdo de grupos silandis (Si(OH)4)
disponiveis para formar ligacdes de hidrogénio com os grupos funcionais da creatinina
(MM). A temperatura de 60 °C foi usada para evaporar o etanol, sendo este um
subproduto gerado da etapa de hidrdlise. Na sequéncia foi adicionado acido cloridrico
diluido para ativar a etapa de policondensacdo. As particulas obtidas apresentaram
tamanho variando entre 74 - 52 ym e na etapa de remocéo da MM foi empregado o
metanol. O resultado da anélise de adsorcdo da creatinina em meio aquoso mostrou-
se cinco vezes maior que em meio metanolico. A seletividade frente aos seus
analogos estruturais (creatina, N-hidroxisuccinimida e 2-pirrolidona) foi testada a partir
de solucdes binéria e terciaria e o MIS sintetizado pelo PSG confirmou o seu potencial

de aplicacdo, sendo altamente seletivo para creatinina.

Wei et. al.'® sintetizaram e caracterizaram uma nanosilica impressa
molecularmente para determinacdo de tracos de bisfenol A (monémero usado na
fabricacdo de plasticos de policarbonato) em amostra de peixe, seguido de analise
por CLAE com detector de fluorescéncia. A nanosilica foi inicialmente preparada a
partir de TEOS em solucdo de amonia, sendo obtidas particulas com diametro de 200
nm. Em seguida, as nanosilicas impressas foram dispersas em metanol e suspensas
em bisfenol A, TEOS, APTES e acido acético. Na sequéncia foram misturados a
temperatura ambiente por 18 h. A remocao da MM foi realizada com metanol e acido
cloridrico 6 mol/L (1:1, v/v). Os ensaios com a nanosilica impressa mostraram alta
capacidade de adsorcéo e seletividade quando comparada a C18 utilizada em SPE
comercial. Foi obtida uma recuperacdo de 92,0 + 12,2% com a reutilizacdo do
cartucho por seis vezes sendo o suficiente para determinar tracos de bisfenol A em
amostras de peixe.

Farrington e Regan,'®® prepararam um MIS de ibuprofeno, um medicamento
anti-inflamatério ndo esteroidal muito usado como analgésico. A sintese foi conduzida
utilizando a combinacdo do ibuprofeno, em presenca de trés precursores: TEOS,
APTES e PTMOS. Foram produzidos trés diferentes polimeros sol-gel combinados
com a molécula molde, TEOS/APTES, TEOS/PTMOS e TEOS/APTES/PTMOS. ApGs
obtencdo dos polimeros impressos e removidas a MM das cavidades, estes foram
inseridos num cartucho de SPE e aplicado na analise de uma amostra de urina
coletada de um paciente, apos 6 h de ingestdo de um farmaco contendo 200 mg de
ibuprofeno. Os resultados mostraram que o MIS combinado com
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TEOS/APTES/PTMOS foi 0 que apresentou maior seletividade ao analito, eficiéncia
de clean up e pré-concentracdo do ibuprofeno presente na urina quando comparado
as outras combinacdes. Neste caso foi adquirido um cromatograma mais limpo e livre

de interferentes (metabdlitos da urina) apds passagem pelo MIS.

Diante dos estudos baseados no PSG para obtencdo de um MIS torna-se esta
uma alternativa viavel para extragdo de quercetina, visto que apresenta vantagens em

relacdo a sintese organica, tais como, a producdo de materiais de baixa densidade,

baixo custo de producéo, flexibilidade, além da boa estabilidade quimica e fisica®*%

e a reutilizacdo do MIS como SPE.'®
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impresso molecularmente (MIP) mediados por ions par a

extracao de quercetina
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1. Introducao

A guercetina é um dos flavondides mais abundantemente encontrados no reino
vegetal e vem sendo objeto de pesquisa em diversas areas. Diante da complexidade
das matrizes, tais como, frutas, vinhos, fitoterapicos, a quantificacdo da quercetina é
dificultada devido a sua similaridade com outras moléculas de flavonoides que estao
presentes na amostra. Desta forma, seria interessante prover um polimero impresso
mais seletivo para sua separacao, entretanto, interacdes mais especificas entre a
quercetina e o mondmero funcional devem ser estabelecidas. Esse tipo de interacao
pode ser conseguido por meio de uma das atividades antioxidantes da quercetina, a
formacdo de complexo quelato com fons metélicos.® Esta interacdo se deve aos trés
possiveis sitios quelantes em sua estrutura (Figura 16), grupos 5 e 3-hidroxicromona
e 3',4'-o-dihidroxil.”® Devido a essa caracteristica, a quercetina tem sido muito usada
como reagente para determinacdo de metais por fluorescéncia e por
espectrofotometria.’**'% O método espectrofotométrico se baseia na formacéo de um
complexo estavel da quercetina com A" (Figura 16), resultando em um desvio
batocrémico de 372 nm para 430 nm com maximo de absorcdo em metanol. Essa
reacdo € bastante seletiva, uma vez que apenas os flavondides que possuam
hidroxilas nessas posicées irdo formar complexos com Al**. Desta forma, aplicando-se
essa interacdo especifica no equilibrio quimico entre MM e o MF, pode-se almejar a
sintese de um MIP especifico para quercetina.

O AISY

Q” ::,O mnmll:'A\I 3+
AR

Figura 16. Estrutura do complexo (Quer-Al**)
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Dentre as possibilidades de inser¢cdo de um metal no procedimento de sintese
do polimero impresso, uma hip6tese seria a preparagdo de um MF contendo metal

(do inglés “metal-containing monomer”)*®

para se obter um reconhecimento da MM
mediado por um ion metalico. Algumas estratégias envolvendo o uso de metais na
impressdo molecular de quercetina tém sido reportadas na literatura, as quais séo
baseadas na formagdo do complexo previamente a sintese, com adicdo de ions
(Co*H),"® (Cu*),™” (zn*)*" na solucéo contendo a MM. Em seguida, prossegue-se
com a sintese em bulk tradicional e na etapa de lavagem do MIP, todo o complexo
formado é retirado deixando as cavidades tridimensionais impressas no polimero.
Entretanto, para a extracdo do analito de interesse por MIP baseada nessa estratégia,
deve-se adicionar mais uma etapa de tratamento da amostra, a adicdo de um metal
para a formacdo do complexo. E importante observar que poucos trabalhos na
literatura apresentam a sintese de MIP para moléculas baseado em MF contendo

57,76,108

metais e que 0S mesmos permanecam na cavidade impressa para extracao.

Desta forma, torna-se altamente promissor a confeccdo do MF contendo metal (AI**,
por exemplo) para uma posterior interacdo quimica com a quercetina de um modo
mais seletivo. Dentre os reagentes mais usados, o AICl; se destaca em meio acido
para formar complexo com os grupos hidroxila nas posi¢cdes 3-OH ou 5-OH e desloca
0 espectro de absorcdo da quercetina. Ja para 0s que ndo contém esses grupos, nao
ha formacdo de complexos com A" e assim seus espectros ndo sdo alterados.
Dependendo do reagente usado para complexagdo, pode-se inferir o tipo de
flavonoide: AICIl; em solugdo neutra forma complexos com os trés grupos quelantes,
acido borico forma complexo somente com o grupo 3,4 o-difenil, também chamado de

ortodihidroxi ou catecol.'®®

Desta forma, essas interagOes entre metais e grupos hidroxila da quercetina
podem ser aplicadas nos polimeros impressos, por meio de processos de sintese
mediado por ions, para melhorar sua especificidade. Essa estratégia parece ainda
ndo ter sido proposta, salientando o carater inovador dessa pesquisa. Portanto, este
estudo foi desenvolvido objetivando sintetizar um polimero impresso mediado por ions
(A" e Cu*") para extracdo de quercetina. Para avaliar o material sintetizado, foram
realizados teste de eficiéncia de adsorcao, reprodutibilidade e seletividade. Foi
aplicado o método espectrofotométrico buscando simplicidade e rapidez nas medidas

e a cromatografia liquida de alta eficiéncia para avaliar a seletividade dos polimeros.
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2. Metodologia

2.1. Reagentes

- Cloreto de aluminio (AICl3), pureza 99,0 %, Cinética

- Bicarbonato de sédio (NaHCOg3), pureza 99,0%, Reagen

- Carbonato de cobre (CuCOg), pureza = 99,0 %, Cinética

- Etanol (CH3CH,OH), pureza 99,9 %, Scharlau

- Metanol (CH3OH), pureza 99,0 %, Tedia

- Acetona (C,HgO), pureza 99,5 %, Dinamica

- Acetonitrila (CH3CN), pureza 99,9 %, Tedia

- Dimetilsulféxido (C;HgOS), pureza 99,9 %, Tedia

- Hidréxido de sédio (NaOH), pureza 97,0 %, Reagen

- Acido nitrico (HNOs3), pureza 65 %, Quimesc

- Acetato de sédio (CH3COONa), pureza 99,0 %, Vetec

- Fosfato de sddio monobasico (NaH,PO,), pureza 99,0 %, Merck
- Acido metacrilico (C4sHsO5), pureza 99,0 %, Fluka

- Acido acético glacial (CH3COOH), pureza = 99,0 %, Cinética

- Dimetacrilato de etilenoglicol ou EGDMA, pureza 98,0 %, Aldrich
- 2,2-azobisisobutironitrila ou AIBN (CgH12N4), pureza 98,0 %, Aldrich
- Quercetina Anidra (C15H1007), pureza = 95 %, Aldrich

- Rutina hidratada (C,7H30016. xH20), pureza = 94 %, Aldrich

- Morina Anidra (C15H1007), pureza = 95 %, Aldrich

2.2. Equipamentos

- Balanca analitica, Shimadzu, precisédo de 0,0001 g

- Banho ultra-som, Unique, modelo 1400

- Mesa agitadora horizontal, ethikechnology, modelo Ethik

- Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), Modelo JEOL JSM-7001F

- Surface Area e Pore Size Analyser, Quantachrome, modelo Nova 2200c

- Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Varian,
Modelo 640-IR
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- Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (FRX/EDX),
Shimadzu, modelo EDX-720

- Espectrofotometro UV-Vis, Agilent, modelo 8453.

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE), PerkinElmer, composto de uma
bomba de alta pressao, modelo Flexar LC Pump; Detector Flexar PDA (Photodiode
Array Detector), valvula de injecdo (alca de amostragem de 20 pL); Software
Chromera, PerkinElmer

- Coluna cromatogréafica Bownlee Analytical C,g diametro médio de 5 um, 250 x 4,6
mm, PerkinElmer

- Sistema de deionizacdo da agua, Milli-Q, Millipore

- Bomba peristaltica, Ismatec, modelo IPC High precision multichannel dispenser

- Agitador magnético com aquecimento Go-Stirrer MS-H-S Go-Lab

- Tubo Tygon, Viton, 1,42 mm,;

- Seringa de polipropileno de 3 mL

- Banho maria SL 150, Solab

2.3. Sintese do mondmero funcional modificado com i ons metalicos

As sinteses dos monémeros funcionais modificados com fons metalicos (AI** e
Cu?") foram baseadas em dois diferentes procedimentos experimentais descritos por
Dam et al.,**° e Vilchis-Nestor et al.***

O primeiro procedimento de sintese empregou uma reagéo de acido metacrilico
com carbonato de cobre solubilizado em diclorometano, conforme Equacéo (D). Nesta

reacdo, o fon Cu®" foi utilizado, conforme descrito na literatura.*®®
2CH,=C(CH;)COOH + CuCO; « (CH,=C(CH3)COO),Cu + CO, + H,0 (D)

A sintese foi realizada em um bécker de 250 mL, no qual adicionou-se 4,35 g
CuCOg3 (19,7 mmol) dissolvidos em 50,0 mL de diclorometano e em seguida 3,33 mL
de acido metacrilico (39,34 mmol). Essa mistura foi homogeneizada e ficou 2 dias em
repouso a temperatura ambiente. O precipitado azul de metacrilato de cobre foi entéo
filtrado, lavado com &gua destilada e seco em estufa a 60 ‘C.
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O segundo procedimento**

envolveu a formacdo de metacrilato de aluminio
por meio das reacdes de acido metacrilico com bicarbonato de sdodio, conforme

Equacéo (E), seguindo da adicao de cloreto de aluminio, conforme Equacéao (F).

CH,=C(CH5)COOH + NaHCO; — CH,=C(CH3)COO'Na" + H,0 + CO, (E)

CH,=C(CH3)COONa" + AICl; — [A(OH),(OH,),(0,C(CH3)C=CH,),] + 3 NaCl (F)

Nesse segundo experimento, em um bécker de 250,0 mL adicionou-se 9,91 g
NaHCO3 (117,9 mmol) em agua suficiente para a dissolucdo do sal e 10,0 mL (117,9
mmol) de acido metacrilico e agitou-se por 30 min a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 5,24 g (39,34 mmol) de AICl; em agua e agitou-se por 1 hora a
60 "C. O precipitado branco de metacrilato de aluminio foi filtrado, lavado com agua

destilada e seco em estufa a 60 °C.

Os mondmeros funcionais modificados com ions A** e Cu?*, MF-A** e MF-
Cu?*, respectivamente foram caracterizados por FTIR para averiguar as modificacées

estruturais.

2.4. Estudos de interac&o Quercetina e Monémero Fun  cional

Com o objetivo de verificar a condigdo mais eficiente para sintese do MIP com
e sem presenca de ions metalicos, diferentes condicbes experimentais de interacao
entre quercetina (Quer) e mondmero funcional (MF, MF-AF* e MF-Cu?") foram
avaliadas. Os parametros estudados sao descritos a seguir e foram monitorados
utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis em comprimentos de onda 372 nm e 430 nm,
que corresponde a regido de maxima absorcdo para Quer e para o0 complexo

formado, respectivamente.

2.4.1. Avaliacao dos solventes

ApoOs a sintese dos mondémeros funcionais com ions metalicos (MF-M™) foram
realizados estudos de interacdo com a molécula de Quer. O objetivo deste estudo foi
avaliar a solubilidade e interacdo da Quer e do MF-M™ em quatro diferentes
solventes: acetona, acetonitrila, acetonitrila:DMSO (3:2) e metanol.
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SolucBes de Quer (2,5 x 10 mol/L) e dos MF-AI** e MF-Cu®* (2,0 x10™ mol/L)
foram preparados nos diferentes solventes. Os ensaios foram realizados em baldo
volumétrico de 10 mL mantendo-se a propor¢édo (1:8 mmol) de Quer e MF-M™ e
completando-se o baldo com o solvente correspondente. Em seguida, os balbes
foram conduzidos ao banho ultra-som por 1 h para melhoria da interagdo Quer-MF-
M™ e leituras de absorbancias foram realizadas para verificar a presenca do
complexo formado em 430 nm. Em paralelo, medidas de interacdo entre Quer e MF

(acido metacrilico) foram realizadas.

2.4.2. Estudo cinético

Nesta etapa foi avaliada a cinética de interacdo entre Quer e MF-M"™ no
solvente escolhido anteriormente. Foram preparadas as solucées de Quer e MF-M"
ou MF nas mesmas concentracdes e proporcdes descritas na secao 2.4.1, as quais
foram conduzidas ao banho de ultra-som por 5 h e aliquotas foram coletadas de hora
em hora para a leitura. Logo, pode-se avaliar o tempo necessario no ultra-som para

atingir o equilibrio quimico e obter a formacdo do complexo desejado.

2.4.3. Efeito da concentracao de quercetina

O objetivo deste estudo foi variar a quantidade de Quer em relacdo a
quantidade fixa do monémero funcional (MF, MF-APF* e MF-Cu?*) nas proporcées
(Quer : MF-M™) (mmol) (0,25:8), (0,5:8), (1:8), (4:8) e (6:8).

As solucées dos mondmeros funcionais (1,6 x 10 mol/L) e de Quer (5x10°,
1x107°, 2x107, 2,7x107°, 4x10™ mol/L) foram preparadas em metanol. O procedimento
foi 0 mesmo descrito na sec¢ao 2.4.1 e os balbes foram inseridos ao banho ultra-som
no tempo selecionado na secédo 2.4.2 e realizada a leitura em 430 nm, objetivando-se

investigar a formacao do complexo a partir das diferentes proporcdes de Quer.

2.4.4. Efeito da concentracdo do mondémero funciona |

74,75,112,113

De acordo com estudos reportados a sintese de MIP baseado em

processo de interagdo nao covalente, geralmente emprega excesso de MF em
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relacdo a quantidade de MM para garantir a total interacdo quimica entre MM e o MF.
Entretanto, com o intuito de verificar a propor¢cdo mais adequada do mondémero
modificado com ions para interagir com a Quer foram estudadas as proporc¢des de
(Quer : MF-M™) (mmol) (1:4), (1:8), (1:12) em metanol sob agitacdo constante no
ultra-som por 2 h e foi mantida a quantidade de Quer selecionada na secao 2.4.3.

Neste ensaio, definiu-se a propor¢do mais adequada do MF-M"™ que interagiu

com Quer para formar sitios de ligagdes especificas para formacdo do complexo.

2.5. Sintese dos polimeros impressos molecularment e

Para a sintese do MIP foram empregados dois tipos de monémeros funcionais:
o sem modificar com ions (MF) para obtencdo do polimero impresso (MIP) e o
modificado com fons (MF-M™), neste caso os MF-AI** e MF-Cu®*, para aquisicdo dos

polimeros impressos MIP-AI** e MIP-Cu?*, respectivamente.

ApoOs definir os parametros avaliados nas secdes de 2.4.1 a 2.4.4 (tipo do
solvente, tempo de interacdo Quer-MF"™, concentracdo de Quer e do mondémero
funcional), as sinteses dos MIP e MIP-M"™ foram realizadas. As quantidades dos
outros reagentes nao avaliados na secdo 2.2, como dimetacrilato de etilenoglicol
(EGDMA), 2,2-azobisisobutironitrila (AIBN) e o volume de solvente foram mantidos os

mesmos reportado por Molinelli et al.”

A Tabela 1 mostra a composicao/quantidade dos reagentes envolvidos nas
sinteses e para este estudo especificamente as quantidades dos reagentes foram

reduzidos proporcionalmente com base na literatura.”
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Tabela 1. Composicdo dos MIP e NIP sintetizados com base na proporgdo molar
(mmol) (MM : MF : EGDMA) (1: 8 : 40).

MM? (g) MF® CH3;OH (mL) EGDMA (uL)  AIBN (g)
NIP - 83,50L (MF) 3,75 943 6,25 x107
MIP 3,78 x 102 83,5uL (MF) 3,75 943 6,25 x10°
NIP-AI%* - 7,1x 107 g (MF-AI*) 3,75 943 6,25 x10°
MIP-AI%* 3,78x10%  7,1x 107 g (MF-A*") 3,75 943 6,25 x10°
NIP-Cu? - 7,1x 10 g (MF-Cu®") 3,75 943 6,25 x10°
MIP-Cu® 3,78x10%  7,1x 107 g (MF-Cu*") 3,75 943 6,25 x10°

#Molécula molde (Quer)
®Mondmero funcional

Para a obtencdo do polimero foi empregada uma ampola de vidro (17 X 160
mm), com capacidade de 18,9 mL, conforme ilustrado na Figura 17. Primeiramente,
foi adicionado em cada ampola 0,0378 g de Quer e 3,75 mL de metanol,
completando-se a solubilizagdo no banho ultra-som por cerca de 10 min.
Posteriormente, adicionou-se individualmente 83,5 uL, 0,0071 g e 0,0071 g de MF,
MF-AR* e MF-Cu®*, respectivamente, em cada ampola e foram conduzidos ao ultra-

som para completar a solubilizacdo com o tempo definido na secéao 2.4.2.

Em seguida, adicionou-se 943 pL de EGDMA e homogeneizou-se as misturas.
Apds as misturas dos reagentes, as ampolas foram inseridas em um banho de gelo e
foi adicionado a cada uma 0,0063 g de AIBN. Antes de iniciar a sintese em bulk,
purgou-se o interior da ampola com gas inerte (N,) para a retirada do oxigénio e
imediatamente vedou-se a ampola com uma tampa. Em seguida, a ampola foi
mergulhada em um banho termostatizado a 60 °C por 24 h para proceder a
polimerizacdo e ao final desse intervalo de tempo foram obtidos os polimeros em
bloco (MIP, MIP-A** e MIP-Cu®").

O mesmo procedimento foi realizado para seus respectivos polimeros controles
(NIP) sem a presenca da molécula molde e com cada tipo de monémero funcional

13

obtendo-se os polimeros (NIP, NIP-AI** e NIP-Cu?). Ap6s a finalizacéo das sinteses,

as ampolas foram quebradas, os polimeros macerados, peneirados para definir o
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tamanho de particula e submetidos ao procedimento de lavagem para remocdo da

MM da cavidade do polimero impresso.

17mm

S50mm

160 mm
B0 mm

S50mm

|

Figura 17. Ampola de vidro usada na sintese do MIP.

2.5.1. Etapa de remocéao da molécula molde do MIP

A etapa de remocdo da MM é essencial para garantir que os sitios ativos do
MIP figuem disponiveis para uma eficiente adsorcéo do analito de interesse na etapa

I*4 e mistura de metanol : acido

de extracdo. Na literatura sao reportados metano
acético glacial nas proporcdes (4:1)" e (9:1),”""® (v/v) para remocdo da MM (Quer).
Para esta etapa de remocéo da MM nos polimeros obtidos (MIP, MIP-A?* e MIP-Cu?")
foi escolhida a mistura de metanol : acido acético glacial (9:1) sendo esta uma das

condi¢gbes mais exploradas.

Para remocao, utilizou-se uma seringa de plastico comercial de 3 mL,
acoplando-se um fritz de polipropileno em sua base de saida. Em seguida foi
realizado o enchimento das seringas individuais com 50 mg de MIP e MIP-AF*, e
aliquotas de 2 mL de metanol:acido acético glacial (9:1) foram percoladas e o eluato
de cada aliquota coletado e analisado no espectrofotdmetro UV-Vis até nao detectar a
presenca da Quer. Em seguida, o MIP foi seco em estufa (60 °C) até peso constante e
estocado em frascos de vidro até seu uso. O mesmo procedimento foi realizado para

o polimero controle (NIP).
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Para averiguar a presenca de fons AP** no MIP-A** apds a remocéo da MM e
secagem do polimero, realizou-se a analise de FRX/EDX, sendo comparados 0s
resultados do teor de AI** no MIP-AI®* antes e depois de passar pelo processo de

remocao.

Para complementar o processo de remoc¢do da MM do MIP-AI®*

outras solucdes
de lavagem foram testadas: etanol, metanol, acetonitrila, &cido acético (0,5 mol/L),
acido nitrico (0,5 mol/L), hidroxido de sédio (0,5 mol/L), tampao acetato de sédio 0,01
mol/L em pH 4,5 e tampéo fosfato de sdédio 0,01 mol/L em pH 7,5 e 8,5. Por fim, duas
estratégias para a remocédo da MM foram analisadas, de acordo com a Tabela 2. As
misturas de solventes nas proporcdes selecionadas e os dois procedimentos, o
tradicional de lavagem percolando a solugéo pelo cartucho e o sistema Soxhlet foram
empregados nos ensaios.

Tabela 2. Procedimento e mistura de solventes para a remocéo da MM do MIP-AI®*,

MISTURAS DE SOLVENTES PROCEDIMENTO
metanol : tampao pH 4,5 (50: 50) tradicional
metanol : tampéo pH 4,5 (50:50) + &cido acético : metanol (1:20) tradicional
metanol: tampéo pH 4,5 (75:25) Soxhlet (12h)
metanol : tampéo pH 4,5 (75:25) + &cido acético : metanol (1:20) Soxhlet (12h)

2.6. Caracterizacao quimica e estrutural dos polim  eros

A caracterizacdo morfologica da superficie dos polimeros impressos e néo
impressos foi realizada em um Microscépio Eletrénico de Varredura (Modelo JEOL
JSM-7001F), pertencente ao Laboratério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UnB.
Cada amostra foi previamente metalizada com ouro, a fim de tornar-se condutora,
utiizando atmosfera inerte de Argbnio e as superficies foram registradas com

ampliacdes de 1000 e 5000 vezes.
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A porosidade e a area superficial especifica dos polimeros foram avaliadas
através de ensaios de porosimetria de sor¢cao de nitrogénio. Este ensaio consistiu na
exposicdo de massa fixa do polimero a 100°C por 3 h a vacuo e em seguida foi
submetido a diferentes pressdes de nitrogénio. Em seguida, a sorcao fisica e
dessor¢cdo de gas nitrogénio nos poros da amostra solida foi medida em funcéo da
pressdo do mesmo. Foram obtidas as isotermas de sor¢cdo pelos métodos BET
(Brunauer, Emmett and Teller) e o BJH (Barret, Joyner and Halen) para aquisicdo da
area superficial, volume e tamanho dos poros. O ensaio foi conduzido em um
equipamento Surface Area e Pore Size Analyser, a 100 °C pertencente ao Laboratério
de Materiais e Combustiveis (LMC) do 1Q-UnB.

Para avaliar os grupamentos existentes nos polimeros utilizou-se a
espectroscopia de absorcédo no infravermelho. Para as medidas dos espectros IV os
polimeros foram macerados em KBr na propor¢cdo de 1% (m/m) a temperatura
ambiente. Os ensaios foram conduzidos em um espectrometro de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) Modelo 640-IR (Varian) com resolucdo de 4 cm™ e
medidas entre 400 cm™ a 4000 cm™ e 64 varreduras. Para a identificacdo e
quantificacdo dos ions metélicos aderidos aos polimeros empregou-se o
Espectrdmetro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (FRX/EDX) da
Shimadzu, modelo EDX-720, que analisa a faixa de elementos que vai desde o sodio
(12Na) ao Uranio (92U), com tubos de raio X com alvo de rodio (Rh), mas, sendo
analisado neste estudo especificamente apenas a linha de energia do Al. Todas as
analises foram feitas por meio de um programa do proprio equipamento: EDX
software, DXP-700E versdo 1.00. Ambos 0s equipamentos sao pertencentes ao
Laboratério da central analitica do 1Q-UnB.

2.7. Estudo de desempenho dos polimeros

Para estimar a capacidade de reconhecimento e da adsor¢cdo do MIP e NIP,

estudos de adsorcéo e isoterma de adsorcéo foram realizados.

Para o estudo de adsorcéo foi preparada uma solucéo de Quer 6 mg L™ em
metanol e foi usado 10 mg de cada polimero. Os polimeros previamente pesados
foram transferidos para um frasco com tampa e adicionados 5 mL da solucéo de Quer

recém preparada, sendo cada ensaio realizado em triplicata. Em seguida, os frascos
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foram lacrados e agitados por 2 h em um agitador horizontal. Ao término deste
periodo, filtrou-se as misturas e a quantidade de analito que permaneceu livre em

solucéo foi determinada por espectrofotometria UV-Vis.

A capacidade de adsorcdo dos polimeros foi avaliada pela diferenca da
concentracdo de Quer antes e depois da adsorcao e foi estimada pela Equacéao G,
proposta por Zeng et al.**®

(Co — Cs) x 1000 x V (G)
m

Q =

onde: Q (ug g™) é capacidade de adsorc&o por unidade de massa dos polimeros, C,
(mg L™ a concentracéo inicial da solucdo do analito, Cs (mg L™) a concentracéo do
analito livre no equilibrio, V (L) volume da solucdo de Quer e m (g) da massa do

polimero.

O fator de impressao (IF) foi determinado com base na Equacédo H, sendo este
definido pela razéo da resposta do MIP versus NIP.**

_ Qump (H)

IF =
Qnip

Para a construcdo da isoterma de adsorcdo em batelada, transferiu-se 10 mg
de cada polimero para um frasco com tampa e acrescentou-se 5 mL da solugéo de
Quer em metanol em 6 niveis de concentracées, na faixa de 0,5 a 15,0 mg L™. Em
seguida os tubos foram agitados por 24 h a 150 rpm em um agitador horizontal, e
apo0s o tempo estabelecido, as aliquotas do sobrenadante (analito livre) foram
analisadas no espectrofotometro UV-Vis. Os resultados da capacidade de adsorcao
(g g™) foram calculados com base na Equacéo G e o ajuste dos modelos (Langmuir,
Freundlich e Langmuir-Freundlich) de isoterma de adsorcao foi realizado no software

Origin (verséo 8.0).

2.8. Avaliacdo da seletividade dos polimeros

A avaliagdo da seletividade dos polimeros foi feita mediante estudo de

116
L.,

adsorcao, conforme descritos por Li et a onde misturas contendo Quer, rutina

(Rut) e morina (Mor) de 20 mg L™ foram dissolvidas em metanol.
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Os estudos de adsorcédo foram realizados em triplicatas com o MIP e NIP.
Foram adicionados 5 mL das solu¢bes contendo Quer, Rut e Mor em frasco com 100
mg do polimero, os quais foram lacrados e agitados durante 2 h no agitador horizontal
a 150 rpm. Ao término deste periodo, aliquotas foram filtradas e analisadas no
cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) com detector PDA e o0s resultados
foram calculados com base nas Equagdes G e H, descritos na se¢ao 2.7.

3. Resultados e discussoes

3.1. Caracterizacdo do monémero funcional modificad o0 com ions

metalicos

Foram realizadas as sinteses dos mondmeros funcionais a base de &acido
metacrilico (MF) e modificado com AI** e Cu?* obtendo o MF-AI** e MF-Cu®*, conforme
descrito na secéo 2.3. A escolha dos fons AI** e Cu?* foram objetivadas devido as
suas diferencas em estado de oxidacéo, configuracéo eletrbnica e tamanho, as quais
promoveriam diferentes interacées com o MF. As Figuras 18B e 18C apresentam 0s

respectivos espectros no IV para o MF, MF-AI** e MF-Cu?".

Pode-se observar que o espectro do MF (Figura 18A), apresenta uma ampla
banda entre 3300-2400 cm™, referente & vibracdo de estiramento do grupo O-H. Essa
banda foi reduzida quando o metal foi adicionado a estrutura do acido metacrilico,
conforme pode ser observado nos espectros das Figuras 18B e 18C, resultado de
uma substituicio do H do grupo OH pelo metal. A literatura apresenta alguns
espectros similares aos obtidos nesse experimento,®® onde comprova a formacédo do
MF-A?* e do MF-Cu?®*. Interpretacées mais profundas acerca das posicdes estruturais
do metacrilato metalico podem ainda ser discutidas, como a forte banda presente em
1697 cm™ na Figura 18A, que corresponde a vibracdo de estiramento do grupo
COOH, a qual nao foi observada no espectro da Figuras 18B e 18C. Isso demonstra
que o complexo final pode ser um quelato bidentado formado entre o metal e o acido

metacrilico.®®
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Figura 18. Registros dos espectros no IV. MF (A), MF-AI** (B) e MF-Cu®* (C).

3.2. Estudo de interacao Quercetina e Mondémero Func  ional

3.2.1. Avaliacao dos solventes

A influéncia dos diferentes solventes na interagdo entre Quer e MF-M™ est&o
ilustradas nas Figuras 19A a 19D, as quais apresentam 0s espectros de absor¢cao na
regido do UV-VIS em metanol, acetonitrila, acetonitrila:DMSO e acetona,
respectivamente. Pode-se observar duas bandas de absorcdo caracteristicas da

molécula de Quer sendo uma com um maximo de absor¢do em 372 nm que
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corresponde a transicao eletronica Te1t* do grupo 3’,4’-dihidroxil (anel B) e a outra com
um maximo de absorcdo em 256 nm (anel A)*® (Figura 16, secdo 1). Na maioria dos
solventes (exceto em acetona) as duas bandas foram observadas, sendo que apenas
em metanol foi observada a formagdo do complexo entre Quer e MF-M"™ em
comparacdo com o MF (mondémero controle), evidenciado pelo aparecimento da

banda de absorcdo em 430 nm.
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Figura 19. Espectros UV-Vis em metanol (A), Acetonitrila (B), Acetonitrila : DMSO (C)
e Acetona (D).

A formacdo do complexo metal-ligante ocorreu devido ao compartilhamento
dos pares de elétrons disponiveis dos &tomos de oxigénio presentes na estrutura
guimica da Quer que apresenta um comportamento de agente quelante. Ao

compartilhar os elétrons disponiveis do atomo de oxigénio (base de Lewis) com os
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fons metélicos AI** ou Cu?* disponiveis no MF (&cido de Lewis) ocorreu & formagéo de
um complexo quelato que proporciona um desvio batocréomico (deslocamento da

banda para comprimento de onda maior).

Na Figura 19A, verifica-se o desvio batocromico de 372 nm para 430 nm da
interacdo entre Quer-MF-A** e Quer-MF-Cu®* em metanol. Observa-se uma
diminuicdo da intensidade da banda em 372 nm e um aumento na intensidade da
banda em 430 nm, sendo mais pronunciado para Quer-MF-Cu®**. O deslocamento
batocrémico (256 nm para 275 nm) da banda do anel (A) também foi verificado em

presenca dos MF-M™,

Nas Figuras 19B e 19C, nenhuma mudanca espectral das bandas especificas
da Quer foi observada pela interacdo com os mondémeros funcionais. Em relacdo ao
estudo de interacdo em acetona (Figura 19 19D), verifica-se apenas uma banda de
absorcdo em 372 nm (Anel B) da Quer. Nesse solvente ndo foi possivel observar
banda em 256 nm (Anel A) devido a absorcdo da acetona em comprimentos de onda
menores que 300 nm, como mostra a Figura 19D. Ainda, observa-se que nao houve

formacao do complexo com nenhum dos mondmeros funcionais em acetona.

De acordo com os resultados obtidos pode-se verificar que o efeito de
solvatacdo® dos diferentes solventes (acetona, acetonitrila e acetonitrila : DMSO)
inibiu a formacéo do complexo quando comparado ao metanol. Portanto, o metanol foi

selecionado como solvente porogénico para dar sequéncia nos estudos.

3.2.2.Estudo cinético

A primeira etapa para a sintese do MIP ¢é a interacdo entre a MM e o MF, que
dependendo do solvente utilizado pode exigir tempo muito longo para atingir o
equilibrio quimico. Para verificar o tempo de interacdo para formacdo do complexo
entre Quer e MF-M™ em metanol foram realizados estudos cinéticos, conforme
descrito na secao 2.4.2. A seguir, sdo apresentados os espectros no UV-VIS obtidos

nos diferentes tempos (Figuras 20A a 20C).
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Figura 20. Espectros UV-Vis em metanol: Quer-MF (A), Quer-MF-A** (B), Quer-MF-
Cu?* (C).

Para o MF (Figura 20A) ndo houve variacdo perceptivel no espectro de
absorcao referente a interacdo entre Quer e MF, no periodo de 5 horas. Entretanto,
interacOes entre Quer-MF baseada em ligacdes de hidrogénio podem ter se formado,
as quais nao sao visualizadas por espectrofotometria na regiao do UV-VIS. Para MF-
AI** (Figura 20B) constatou-se o surgimento da banda em 430 nm que corresponde
ao complexo formado no momento da mistura dos reagentes. Apés, duas horas de

interacdo entre Quer e MF-AI** observou-se a estabilizagéo do complexo formado.

No ensaio entre Quer com MF-Cu?*, o deslocamento das bandas 256 nm e 372

nm foram mais pronunciados (Figura 20C) com o aparecimento do deslocamento
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batocromico desde o primeiro momento da interagdo resultando na formacéo do
complexo Quer-MF-Cu?*. Apés cinco horas de interacdo observou-se o
desaparecimento da banda em 372 nm e 430 nm, provavelmente devido a inibicdo da
formacdo do complexo ou pela competicdo com o fon metacrilico (CsHsCOO)"™ ou
mesmo a degradacdo da Quer. Outro fato que pode ser salientado foi que o0 MF-Cu®*
também interagiu com os grupos funcionais do anel (A) da Quer, fato observado pelo

deslocamento batocrémico de 256 nm para 274 - 304 nm.

Diante dos resultados apresentados, selecionou-se o tempo de duas horas no
ultra-som para promover a interacao entre Quer e os monémeros funcionais (MF, MF-

AP** e MF-Cu?®") para dar continuidade nos estudos.

3.2.3.Efeito da concentracao da quercetina

Os estudos de interacdo dos monomeros funcionais com diferentes
quantidades de Quer foram realizados a partir das concentracdes descritas na secao

2.4.3. e o tempo de interacéo de 2 h no ultra-som definido na secéo 3.2.2.

A Figura 21A ilustra os espectros resultantes da interacdo entre MF e Quer em
diferentes proporcdes, onde observa-se um aumento nas intensidades das bandas
em 256 nm (anel A) e 372 nm (anel B), sendo diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo de moléculas de Quer. Isso ja era esperado, uma vez que MF néo
apresenta ions metalicos em sua composicdo para interagir com a MM e nao

proporciona o deslocamento das bandas especificas da molécula.

Na Figura 21B, observa-se um pequeno deslocamento batocrémico de 372 nm
para 430 nm em quantidades superiores a 1 mmol de Quer, ndo sendo tdo nitido o
deslocamento da banda. Uma possivel explicacdo para o menor deslocamento obtido
€ o fato das concentracdes ensaiadas de Quer, com excecado do nivel mais alto, e da

13

concentracdo de MF-AI" terem sido menores que na sec¢ao anterior.

Na Figura 21C, verifica-se a formacdo do complexo (Quer-MF-Cu?*) em todas
as proporcdes avaliadas. Observa-se que o desvio batocrémico ocorreu nas duas
bandas de absorcao (256 nm e 372 nm) sendo mais pronunciado o deslocamento das

56



Capitulo |

bandas quando a interacéo ocorreu entre Quer-MF-Cu?* do que em relacdo a Quer-

MF-AI®* (Figura 21B).
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Figura 21. Espectro de absor¢cdo UV-Vis da mistura de Quer e o MF com a
concentracéo fixa de MF em diferentes concentracdes de Quer em mmol. (A) Quer:

MF (B) Quer : MF-AP** e (C) Quer : MF-Cu?".

3.2.4.Efeito da concentragcdo do monémero funcional

Como o MF-Cu?* j& apresentou uma alta interacdo na proporcdo de Quer:MF-
Cu?* (1:8) decidiu-se manter essa condicéo para esse mondmero e estudar a variagéo

da proporcdo apenas para MF-AI**. As proporcdes de Quer:MF-AP* (1:4), (1:8), (1:12)
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foram avaliadas, mantendo-se sempre a quantidade de mondémero em excesso com
relacdo a MM de acordo com a literatura.”**%

Para esta etapa decidiu-se trabalhar com as mesmas concentracdes estudadas
na secdo 2.4.1, 2,5 x10™ mol L™ de Quer e 2,0 x10™ mol L™* de mondmeros funcionais
as quais permitiram obter bandas de absorcdo mais nitidas para a formagcdo do

I**). Mesmo estabelecido o tempo de 2 h na secdo 3.2.2.,

complexo (Quer-MF-A
propds-se nesta etapa estudar novamente o tempo até 5 h para garantir toda a
interacdo entre Quer e o0 excesso do MF. As Figuras 22A a 22C mostram o0s

respectivos espectros UV-Vis nas proporc¢des descritas no paragrafo anterior.
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Figura 22. Espectro de absorcdo UV-Vis da interacdo Quer e MF-AP* nas
proporc¢des (1:4) (A), (1:8) (B) e (1:12) (C) nos tempos de interacao.
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Pode-se verificar nas Figuras 22A, B e C que existe similaridade nos espectros
gerados e que ndo houve o deslocamento da banda de 256 nm que corresponde as
transicOes eletronicas no anel A da molécula de Quer. Notou-se uma mudanca
espectral na banda referente ao anel B em 372 nm, que diminuiu sua intensidade e o
aparecimento da banda em 430 nm (deslocamento batocrémico), sugerindo a

13

interacdo Quer-MF-AI"", como verificado nas etapas anteriores.

A Figura 23 apresenta um grafico (absorbancia vs tempo), que foi gerado a
partir dos espectros de absorcdo da interacdo Quer e MF-AI** nas proporcdes
avaliadas. Para construcéo do grafico selecionou-se o comprimento de onda de 430
nm que corresponde ao maximo da banda do complexo formado em relagdo ao tempo
de interacdo. Pode-se verificar que as propor¢des (1:8) e (1:12) (mmol) apresentaram
valores de absorbancia proximas no tempo de 2 horas de interacdo, sendo inferior
para a proporcdo 1:4 (mmol). Portanto, a proporcédo (1.8 mmol) foi escolhida como

uma condicéo apropriada para a realizacdo da sintese do MIP.
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Figura 23. Estudo de interacdo Quer e MA-AI®" em meio metandlico em trés

diferentes proporcoes (1:4), (1:8) e (1:12).

Observa-se ainda na Figura 23 que nas proporcfes de 1:8 e 1:12 o Unico

aumento significativo na absorbéancia ocorreu na mudanca de 1 para 2 horas. Apoés 2
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horas ainda observa-se uma tendéncia crescente, mas que nao foi considerada
significativa.

A partir destes estudos de interacdo entre Quer e mondémero funcional foram
definidos os parametros envolvidos para a sintese do polimero impresso. Nesse
sentido, selecionou-se o metanol como solvente porogénico, tempo de interagéo entre
Quer e mondmero funcional de 2 horas e propor¢do (1:8) (mmol) de MM:MF. Com
relacdo a escolha do MF foi decidido avaliar a sintese empregando os trés
monémeros funcionais (MF, MF-AI** e MF-Cu?).

3.3. Sintese do polimero impresso molecularmente

Com as condi¢cdes experimentais definidas na secao 3.2.1 a 3.2.4, realizou-se
a sintese dos polimeros impressos (MIP, MIP-AP* e MIP-Cu®*"). Detalhes da
composicao/quantidade dos reagentes foram descritos na Tabela 1 (secdo 2.5). Os
polimeros controles (NIP, NIP-AP** e NIP-Cu?*) também foram sintetizados seguindo o

mesmo procedimento, mas sem a presenca da MM.

Os polimeros MIP e MIP-AP* (Figura 24) apresentaram cor amarela, sendo

13

mais intensa para o polimero contendo o MF-AI°". Esta diferenca na coloracéo

provavelmente ocorreu devido a formacdo do complexo (Quer-Al**

), ndo sendo
observado para o polimero baseado no MF sem ions metélicos. Foi verificado que
tanto o NIP como o NIP-AI** apresentaram coloracdo branca devido & auséncia da

MM.

(A) (B)
Figura 24. Fotografias dos polimeros MIP (A) e MIP-A** (B).
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Durante a sintese do MIP-Cu?* verificou-se que ndo ocorreu a polimerizacao
desejada, pois observou-se a formacdo de um liquido viscoso de coloracdo preta.
Sugere-se que esta coloracdo pode ser resultado da reacéo quimica do Cu®** com os
atomos de oxigénio presentes na molécula de Quer, o que gerou, possivelmente, a
formacdo do 6xido de cobre (CuO).!*” O polimero controle (NIP-Cu®*) também
apresentou polimerizacdo incompleta, mas de coloracdo azul devido a presenca do
MF-Cu?* e auséncia da Quer. Portanto n&o foi possivel prosseguir o estudo com MIP-

cu?*

Ap6s obtencdo dos polimeros (MIP e MIP-A**) e seus respectivos polimeros
controle, os mesmos foram macerados e peneirados, até granulometria inferior a 53
pum. Para a realizacdo do procedimento de remocdo da MM, 50 mg dos polimeros
impressos foram colocados separadamente em seringas de 3,0 mL e lavados varias
vezes com solucdo metanol:acido aceético glacial (9:1). Para verificar a eficiéncia da
remocado da MM, aliquotas do eluato foram coletadas e lidas no espectrofotdmetro

UV-VIS até nédo ser detectada presenca do analito.

Os espectros obtidos para o MIP (Figura 25A), mostraram que apés a quinta
adicdo de 5 mL da solu¢cdo metanol:acido acético (9:1), ndo foi detectada a MM no
MIP, sendo comprovada pelo desaparecimento das bandas em 256 nm (anel A) e 372
nm (anel B). Esse resultado indica a remocéo eficiente da MM do MIP, ao menos até
o limite de sensibilidade do espectrofotdmetro UV-Vis. Contudo, para o MIP-Al**, apés
exaustivas lavagens com a mesma mistura (Figura 25B), cerca do dobro da usada no
MIP, ainda pode-se notar a deteccdo da molécula de Quer para o MIP-A®*, isto

13

possivelmente se deve a forte ligacdo entre MF-AI"" e Quer. Portanto, a mistura

metanol:acido acético glacial (9:1) foi eficiente apenas para o MIP, ja para o MIP-AI**
esta mistura ndo conseguiu eluir completamente a MM. Além disso, pelos ensaios de
FRX/EDX ficou evidente que a solucdo empregada na remocédo da MM também néo
era adequada, pois promoveu a retirada de 79,2 % e 95,4 % dos ions AI** aderidos ao

NIP-A* e MIP-AI®**, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 3.
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Figura 25. Espectros UV-Vis obtidos ap6s remocdo das MM do MIP (A) e MIP-AI**

(B) com mistura metanol : acido acético (9:1).

Tabela 3. Resultados da anélise de FRX/EDX dos polimeros com fons Al**.

Polimeros fon Al (%)
*NIP-AIP 100,0
NIP-Al 20,8
*MIP-AIP 95,5
MIP-AI** 4.4

* antes do procedimento de remocdo da MM.

Diante dos resultados obtidos, outros solventes foram avaliados para remover a
MM do MIP-A®* e ao mesmo tempo manter os fons metalicos incorporados nas

cavidades do MIP-AI** para disponibiliza-los, posteriormente, na etapa de extracao.

As solucBes e solventes escolhidos foram &cido acético (0,5 mol L), &cido
nitrico (0,5 mol L™), hidréxido de sédio (0,5 mol L™), tamp&o acetato de sédio (0,01
mol L") em pH 4,5 e tampé&o fosfato de soédio (0,01 mol L™) pH 7,5 e 8,5, acetona,

metanol e acetonitrila.

Foi verificado que mesmo apds exaustivas lavagens com as solucdes/
solventes avaliados na remogao da MM, altas concentragbes da Quer ainda foram
detectadas no espectrofotdmetro UV-Vis, com excecdo das solucbes tampdo em pH
4,5; 7,5 e 8,5. Portanto, decidiu utilizar misturas das solu¢cdes tampéo e metanol,

conforme procedimento descrito na Tabela 2 (se¢do 2.5.1). O metanol foi escolhido
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por ser o solvente ideal para solubilizar a Quer. As misturas testes usadas foram
solugbes de acetato de sédio pH 4,5 : metanol, tampédo fosfato de sédio pH 7,5

‘metanol e tampao fosfato de soédio pH 8,5 : metanol, todos na proporcao (50:50).

Antes de executar a etapa de remoc¢do da MM dos polimeros usando um

ad

cartucho de SPE foram realizados ensaios com o MIP-AI°" em frascos com tampa sob

agitacdo e foi empregado um maior tempo de contato para verificar se as misturas

testes eram adequadas para remover a MM da cavidade e manter os fons Al**

** em trés

aderidos ao polimero. Primeiramente, foram colocados 50 mg do MIP-A
frascos com tampa e adicionado a cada um 5 mL das misturas teste. Em seguida os
frascos foram lacrados e deixados sob agitacdo constante por uma hora. ApGs o
tempo determinado, a solucdo foi filtrada e as aliquotas foram lidas no

espectrofotometro UV-Vis.

A Figura 26 mostra os espectros obtidos apds contato do MIP-AI*

com as
misturas testes. Observou-se que a mistura tampdo pH 7,5:metanol (50:50),
proporcionou a remocao da Quer com o ion metalico, pois notou-se no espectro um
deslocamento para comprimento de onda inferior em relagcdo a banda de Quer (desvio
hipsocromico, 372 nm para 325 nm) e um pequeno deslocamento para A superior
(desvio batocrdmico, 372 nm para 382 nm). Fato também observado para a banda
com maximo em 256 nm com desvio batocrémico. Observa-se que nessas solucdes
foram obtidos deslocamentos de bandas diferentes dos apresentados na Figura 20 da

secao 3.2.4. Essas diferencas se devem as mudancas das condi¢cdes de pH do meio.

A mistura de tampdo pH 8,5:metanol (50:50) também apresentou um
deslocamento da banda de Quer com desvio hipsocromico mais pronunciado na
banda de 372 para 325 nm. Assim, pelos resultados obtidos h& evidéncia de que tanto
as misturas de metanol em tampéo pH 7,5 e pH 8,5, proporcionaram a remocéo da
Quer com o ion metélico, o que impossibilita sua aplicacdo na remoc¢édo da MM do
MIP-AIP*,
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Figura 26. Espectro de Quer em diferentes misturas de solu¢do tampéao e metanol.

No ensaio com a mistura tampéao pH 4,5:metanol (50:50), nédo foi verificada
nenhuma mudanca perceptivel no espectro de absorcdo da Quer, pois a banda em
256 nm e 372 nm manteve-se constante quando comparada ao espectro da Quer em
metanol puro, o que indicada que esta mistura, possivelmente, seja a mais adequada
para remocéo apenas da Quer. Logo, a solugéo tampéao pH 4,5:metanol que presenta
um meio levemente acido, provavelmente provocou um aumento na concentracao de
H" do meio e esse excesso do H" competiu com os ions metdlicos adsorvidos no
polimero. Verifica-se pelo espectro (linha vermelha) da (Figura 26) que a molécula de
Quer foi eliminada da cavidade do polimero e manteve-se os fons AI** no polimero,

pois nao foi verificado deslocamento batocrémico indicando a formagcao do complexo.

Deste modo, selecionou-se para esta etapa de remocdo da MM do MIP-AI** a
mistura de metanol : tampao acetato de sédio pH 4,5 na proporcdo (50:50, v/v).
Também decidiu-se avaliar na proporcdo (75 : 50, v/v) e foram realizados dois
procedimentos de remoc¢do, sendo o tradicional passando a solugcdo através da
seringa contendo MIP-AI** e utilizando o sistema Soxhlet (Tabela 2, secéo 2.5.1), cujo
intuito foi avaliar a eficiéncia da remocao da MM e que mantivesse a maior proporgcao
de fons A** no polimero.

As aliquotas coletadas ap6s percolacdo das misturas selecionadas pelo
cartucho contendo MIP-AI** foram submetidos & leitura no espectrofotdmetro UV-Vis.
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Em todos os ensaios ainda foram detectados tragcos de Quer. Ao submeter novamente
0s mesmos polimeros ao procedimento de lavagem no dia seguinte, ainda foram
detectados tracos de Quer. Estes resultados mostraram que nenhuma das misturas

ad

avaliadas garantiram a total eliminacdo da MM do MIP-AI"". Pelos resultados obtidos

de FRX/EDX, Tabela 4, pode-se observar que em torno de 75 % de A" ainda

13

permaneceram ligados ao MIP-AI°" nos ensaios 1, 2 e 3, quando comparado ao MIP-

AI** que ndo passou pelos processo de remocdo da MM (polimero controle).

Tabela 4. Resultados obtidos para os teores de aluminio no MIP-AP* apés os

diferentes procedimentos de lavagem utilizando a técnica de FRX/EDX.

Ensaios Solugéo de lavagem/ proporgéo/ procedimento Al (%)
Controle
Sem lavagem 100,0
1 N
CH30OH: tampéo pH 4,5 (50:50) 73,9
2 CH30H: tampé&o pH 4,5 (50:50) e &acido acético: metanol
i 77,4
(1:20)
3
CH3OH:tampao pH 4,5 (75:25) com soxhlet por 12 h 78,7
4 CH3;OH:tampéo pH 4,5 (75:25) com soxhlet por 12 h + 4cido

acético:metanol (1:20) 505

Diante dos resultados obtidos néo foi obtido éxito na remocédo da MM do MIP-
AP* em todos os procedimentos testados. Logo, considera-se que o MIP-AI*
sintetizado ndo apresentou 0 comportamento esperado e que o0 mesmo nao € viavel
para prosseguir o andamento da pesquisa. Portanto, decidiu-se dar continuidade nos
estudos apenas com a utilizacdo do MIP e NIP, sendo investigada a caracterizacéo, a

capacidade adsortiva e a seletividade destes polimeros.

3.4. Caracterizacao da sintese

Para investigar a morfologia do MIP e NIP, os mesmos foram submetidos a
analise por microscopia eletrénica de varredura. A Figura 27 ilustra as imagens dos
polimeros com aumento de 1.000 e 10.000 vezes.
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Figura 27. Fotomicrografias eletrbnicas de varredura do MIP (A) e NIP (B) com

aumento de 1.000 vezes e MIP (C) e NIP (D) com aumento de 10.000 vezes

Conforme pode ser visualizado nas Figuras 27A e 27B (aumento de 1.000
vezes), tanto o MIP quanto o NIP, respectivamente, apresentou homogeneidade no
tamanho das particulas e formas arredondadas. Ja4 nas Figuras 27C e 27D,
apreciaveis porosidades superficiais sdo observadas em ambos polimeros. Portanto,
estas imagens revelam uma diferenca significativa se comparadas com as sinteses ja
estudadas na literatura que empregaram outros tipos de solventes, como por

6 118

e N,N-dimetilformamida na

116,78

exemplo, acetonitrila, acetona,”® tetrahidrofurano*

polimerizacdo, exibindo polimeros com estruturas irregulares,*'® mais densos e

78,116

com pequenos poros guando comparadas ao MIP e NIP obtidos no presente

estudo.

66



Capitulo |

Os resultados obtidos para a area superficial, volume e diametro dos poros
pelo método BET e BJH sdo descritos na Tabela 5. Observa-se que o MIP apresentou
area superficial e volume de poros maiores que do NIP. Foi observado que em
relacdo ao diametro médio dos poros nenhuma variacao significativa foi evidenciada
entre o MIP e o NIP.

Tabela 5. Porosimetria do MIP e NIP, em metanol.

Sinteses MIP NIP
Area superficial (m*/g) 97,092 64,538
Volume de poros (cm?/g) 0,185 0,103
Diametro médio dos poros (nm) 1,7078 1,6806

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do

inglés Internacional Union of Pure and Applied Chemistry)*®

a distribuicdo do
diametro dos poros dos materiais solidos podem variar em distintas faixas:
macroporosos (50 a 1000 nm), mesoporosos (2 a 50 nm) e microporosos (0,6 a 2
nm). Em relacdo a &rea superficial dos polimeros impressos com Quer, a literatura
descreve uma area compreendida entre 200 a 334 m?/g.”” Entretanto, os resultados
obtidos na Tabela 5 mostram que as areas superficiais de ambos 0s polimeros sao
inferiores ao descrito na literatura (< 100 m?/g) e que podem ser considerados
microporosos (< 2 nm). Provavelmente, estas caracteristicas foram adquiridas devido
a quantidade e natureza do solvente usado (metanol), e a porcentagem de mondémero
funcional empregado nas sinteses, sendo estes fatores responsaveis pelo controle do
tamanho e a distribuicdo dos poros do polimero o que mostra que o0s polimeros

obtidos apresentam caracteristicas diferentes das descritas na literatura.

Em relacdo a caracterizagdo estrutural dos polimeros, os espectros de FTIR
obtidos em pastilhas de KBr, sdo mostrados na Figura 28. Observa-se que 0s
espectros do MIP e NIP apresentaram uma banda em 3458 cm™, atribuida & vibragéo
de estiramento do grupo O-H referente ao COOH monomérico do MF (acido
metacrilico). As duas bandas em 2949 e 3000 cm™ referem-se a vibracdo de
estiramento C-H e OH do grupo alceno e do acido carboxilico, respectivamente,
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atribuidas ao MF. A banda em 1740 cm™ indica o estiramento C-O do grupo éster
presente no LC (EGDMA). As bandas nas faixas 1480 cm™, 1060 cm™ e 960 cm™

podem ser atribuidas aos grupos alquil (C-H) e vinil (C=CH,) presentes no LC e MF.

NIP

Transmitancia (%)

MIP

T T T T T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

numero de onda (cm )

Figura 28. Espectro de FTIR para o MIP e NIP em pastilhas de KBr.

Diante dos espectros analisados observa-se que as sinteses do MIP e NIP
apresentam pequenas diferencas na intensidade dos picos de absorcdo na regiao do
espectro entre 750 a 3500 cm™, e que nenhuma mudanca pode ser verificada na
composicdo quimica dos polimeros através do FTIR. Estes resultados eram
esperados devido a mesma forma de preparo das sinteses e apenas a auséncia da
MM que foi inserida no preparo do MIP, mas que foi removida na etapa de lavagem

conforme os resultados dos espectros UV-Vis apresentado na Figura 25A.

3.5. Estudo do desempenho da adsorc¢ao

O estudo de adsorcdo, conforme descrito na sec¢ao 2.7, foi realizado com o
intuito de verificar a capacidade de reconhecimento molecular da Quer pelos MIP e
NIP apds 2 horas de agitacdo constante.
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Na Tabela 6, observa-se que a adsorcao do analito pelo MIP foi 53 % maior do
gue o obtido no NIP, provavelmente devido ao efeito da memdria da molécula e do
solvente metanol que foi empregado na etapa de preparo da sintese. De acordo com

Caro et al.,?°

a adsorcao da molécula é favorecida quando o ambiente da sintese é
reproduzido. Na Tabela 6, destaca-se também o fator de impresséao IF (definido pela
razao da resposta MIP versus NIP) que neste estudo foi de 2,1, comprovando que a

eficiéncia de adsorcédo do MIP pela Quer foi o dobro em relagéo ao NIP.

Entretanto, verificou-se que uma consideravel adsorgéo pelo NIP foi obtida, isto
pode ser devido aos sitios ndo especificos da ligacdo que sdo originados do excesso
de mondmero funcional durante o processo de sintese. Pode-se verificar ainda que o
NIP apresentou um maior desvio padrao em relacao ao MIP e isso possivelmente seja
devido a presenca de sitios ndo especificos que tenham dificultado a reprodutibilidade

desta sintese e a homogeneidade do material obtido.

Tabela 6. Avaliagdo da capacidade de adsorcdo de Quer pelas sinteses.

Sintese Q (ng/g)® =
NIP 101,1 + 32,7
2,1
MIP 2153 +7,9

®médias e desvios padrio de ensaios em triplicata.

°|F = Fator de impresséo (razdo da resposta MIS versus NIS)

Visto que ambos os polimeros apresentaram adsor¢édo do analito, foi realizado
um estudo de isoterma de adsorcdo em batelada para avaliar o comportamento do

MIP e NIP frente as diferentes concentracdes da solucédo padréo de Quer.

O estudo de isoterma de adsorcdo em batelada foi conduzido conforme
procedimento descrito na secao 2.7. Apos decorrido o tempo de agitacdo de 24 h, as
solucdes foram filtradas e lidas diretamente no espectrofotometro UV-Vis. Observou-
se gque ndo foi possivel a quantificacdo do teor de Quer que ficou livre na solugéo
sobrenadante devido ao aparecimento de outras bandas que se sobrepunham as
bandas da Quer (Figura 29). Provavelmente, o tempo de contato da solucéo de Quer
com o polimero possibilitou a lixiviagdo de subprodutos do MIP e gerou novas bandas
de absorgcédo. Portanto, decidiu-se realizar o mesmo procedimento utilizando um

tempo de 2 h de contato do polimero com a Quer, sob agitacdo constante. Apos
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decorrido esse menor tempo de contato foram realizadas as leituras dos espectros

UV-Vis, que apresentaram bandas diferentes das observadas para a molécula de

Quer. Em seguida foram plotadas as isotermas de adsorcao.

0,5
0,4

0,3 1

Absorbancia

0,2 4

0,14

0,0 T T
400 500
Comprimento de onda (nm)

T
300

Figura 29. Espectro do subproduto gerado ao longo de 24 h
Quer.

1
600

de agitacao entre MIP e

A Figura 30 mostra os gréaficos das isotermas obtidas para MIP e NIP,

respectivamente, em relacdo a capacidade de adsorcédo (Q) em (ug g*) em funcéio da

concentracdo de Quer livre (Cs) (mg L™) no equilibrio.
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Figura 30. Isotermas de adsorc¢éo do MIP (--o--) e NIP (--+--).

14

No geral, existem diferentes modelos para descrever 0os processos de isoterma

de adsorcdo, ou seja, compreender a natureza da ligagdo entre adsorbato (fase
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sélida, MIP) e adsorvente (substancia que adsorve na superficie do adsorbato, neste

caso a Quer).

Pode-se observar que os graficos da Figura 30, apresentaram duas regides
distintas e um mesmo tipo de perfil da curva que segue uma tendéncia a isoterma de
sorcdo do tipo S (curva sigmoidal). Segundo Sposito et. al.,'** este tipo de curva
apresenta no inicio uma interagdo mais forte entre os adsorbatos do que a interacéo
entre adsorbato-adsorvente (MIP-Quer). Outra caracteristica evidenciada €é a
competicdo do solvente com a Quer pelos sitios disponiveis do MIP. Como as
caracteristicas dos adsorbatos podem ser diversificadas, diferentes tipos de isotermas
podem ser ajustadas a partir de modelos matematicos. Com destague aos modelos
de Langmuir e Freundlich que s&o bastante usados em isotermas de polimeros
impressos.*?? Verifica-se que os resultados das isotermas dos polimeros (Figura 30)
nao se ajustaram adequadamente aos modelos matematicos. Portanto, em relacéo
aos perfis apresentados pelos graficos da Figura 30, observa-se que a primeira
regido, entre 1 e 6 mg L™, sugere baixa afinidade do MIP ou NIP pela Quer, ou seja, é
uma regido de sub-saturacédo onde a concentragdo do analito ndo atingiu o equilibrio

com o polimero.

Pode-se verificar também que tanto MIP quanto o NIP apresentam
capacidades de adsorcdo préximas quando a concentracdo foi inferior a 6 mg L™.
Verifica-se nitidamente que a mudanga no comportamento da curva ocorreu na
segunda regio, a partir de 8 mg L™, cuja regido é de saturacéo, ou seja, a regido de
equilibrio polimero-Quer, onde os sitios especificos e ndo especificos do polimero
encontram-se ocupados e a concentracdo do analito ligado permanece
aproximadamente constante. Portanto, nesta regido os resultados evidenciam uma
maior capacidade adsortiva para o MIP, cujo valor de Q na regido de saturacéo foi
52,2 % superior ao NIP (Figura 30). Este resultado mostra também que
concentracdes acima de 8 ug L™ promovem uma competicdo entre analito e solvente
pelo MIP que pode dificultar a interagbes desejadas com o analito de interesse e pode
comprometer a reprodutibilidade das andlises

Vale ressaltar que as curvas exibidas pelo MIP e NIP apresentaram um perfil
distinto dos polimeros impressos descritas na literatura. No geral, os polimeros

impressos baseados em acido metacrilico e em solvente aprotico apresentam

71



Capitulo |

isotermas com tendéncia crescente, evidenciando uma afinidade entre o polimero e
Quer.”” Com base no perfil da curva de isoterma do MIP e NIP obtido, possivelmente,
0 uso do solvente prético na sintese pode ter comprometido as interacdes especificas

do MIP. Contudo, decidiu-se avaliar a seletividade e reprodutibilidade dos polimeros.

3.6. Estudo de seletividade dos polimeros

A seletividade do MIP e NIP foi investigada empregando as solu¢des de Quer e
seus andlogos estruturais rutina (Rut) e morina (Mor). Neste ensaio foi usada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao UV-Vis para determinacdo dos

analitos, detalhes do procedimento foram descritos na secao 2.8.

As curvas analiticas para Quer, Rut e Mor apresentaram comportamentos
lineares no intervalo de concentracédo de 5 a 50 mg L™, cujas equacdes obtidas foram:
A = 1744[Quer] + 286,23; A = 1344,1[Rut] — 1084,8 e A = 2190,9[Mor] — 686,2
utilizando 375, 254 e 254 nm, respectivamente. Os coeficientes de correlacédo foram
de 0,9947; 0,9911 e 0,9980, respectivamente para Quer, Rut e Mor.

Os resultados obtidos da seletividade s&o mostrados na Tabela 7. Observa-se
que tanto o MIP quanto o NIP apresentaram afinidade pela molécula de Quer e seus
analogos, pois as concentracées dos trés compostos diminuiram dos 20 mg L™ iniciais
para valores de 11 a 19 mg L™ no caso do MIP. Destaque principalmente para a Mor
gue obteve uma elevada afinidade por ambos polimeros. Sendo a Mor uma molécula
similar em tamanho e estrutura da MM (Quer) possuindo apenas uma pequena
diferenca em uma das posi¢cdes da hidroxila ligada ao anel (B) o que provavelmente
gerou uma competicdo com a molécula alvo. No caso da Rut a afinidade pelos sitios
especificos do MIP foi menor, provavelmente devido ao grupo glicosideo ligado ao

anel C (Figura 3) que dificultou o0 seu acesso na cavidade.

Diante dos resultados obtidos, as informac¢des comprovam a baixa seletividade
do MIP em relacdo a Quer e a heterogeneidade dos polimeros sendo, portanto
evidenciadas pelos desvios padrao relativamente altos. Vale destacar que, em
estudos reportados na literatura com a Quer especificamente, os resultados de
adsorcdo nao apresentam informacgfes sobre os desvios padrdo, o que pode levar a

77,113,115

interpretacdo de que ndo foram realizadas triplicatas das andlises, gerando
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davidas quanto a reprodutibilidade dos materiais poliméricos sintetizados e ja
reportados na literatura.

Tabela 7. Estudo de seletividade do MIP e NIP frente a Quer e seus analogos.

Quer Rut Mor
Sinteses
Cs(mgL™) Q%(ugg™) Cs(mgL™) Q°(ugg™ Cs(mgL™) Q°(ugg™)
MIP-1 19,4 30,8 19,5 27,4 19,2 39.3
MIP-2 11,2 441,1 14,8 258,1 5,6 718,0
MIP-3 15,5 226,8 20,7 * 16,6 167,6
Média 15,3 232,9 18,3 95,2 13,8 308,4
DP 2,4 118,5 1,8 81,8 4,2 208,2
NIP-1 12,4 379,9 20,8 * 8,3 584,6
NIP-2 18,1 95,6 16,9 153,2 11,2 441,6
NIP-3 17,9 104,2 19,0 509,6 14,1 293,8
Média 16,1 193,2, 18,9 68,0 11,2 441,6
DP 1,9 93,4 1,1 45,0 1,7 293,8

*sem adsorgdo do analito.
% Q=(C,-Cs)x1000V/m, m = 0,1 g de massa de MIP ou NIP, V = 0,005 L, C, =20 mg L2

Para a finalizacdo deste estudo foi empregado o teste Q no nivel de 95 % de
confianca para avaliar se os valores discrepantes das medidas contidas na Tabela 7
poderiam ser descartados como anomalias. Em todos os casos, verificou-se que o
Qcalculado fOi menor que 0 Qrapelado, NA0 Sendo possivel a rejeicdo dos valores suspeitos.
Portanto, diante destes resultados ficou nitidamente comprovado que os polimeros
sintetizados ndo apresentaram comportamento adequado para o desenvolvimento do
cartucho de extracdo em fase solida, pois apresentaram elevado desvio padréo e
baixa seletividade, o que pode comprometer a veracidade dos resultados,

principalmente se aplicados em amostras reais.
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4. Consideracgdes Finais

13

A sintese do mondmero funcional com ions A" e Cu?" utilizando o &cido

metacrilico (MF) mostrou ser um método simples e eficaz para obtencéo dos MF-AI**
e MF-Cu®*. A caracterizagéo por FTIR confirmou a presenca dos fons metalicos na

estrutura do MF-M™ pela reduc&o da banda especifica do acido metacrilico (MF).

Os estudos iniciais de interagdo entre quercetina e MF-M™ indicaram as
condi¢Oes ideais para formacdo do complexo desejado, levando em consideracdo as
quantidades/proporgbes dos principais parametros (solventes, tempo de interagéo,
razdo MM:MF) envolvidos na sintese do MIP. Entre os mondmeros funcionais

avaliados o MF-AIP*

formou um complexo mais estavel com a quercetina em metanol
quando comparado ao MF-Cu®* nos solventes acetona, acetonitrila e acetonitrila :

DMSO.

Os polimeros de impressdo foram sintetizados a partir da presenca dos
monémeros funcionais (MF, MF-AI** e MF-Cu?"), etilenoglicol dimetacrilato, 2,2’-azo-
bis-iso-butironitrila, quercetina como molécula molde e o solvente porogénico metanol
obtendo os polimeros, MIP e MIP-A**. N&o foi possivel a formagédo do MIP-Cu**
devido a reatividade do Cu®** na formacdo de CuO o que pode ter impossibilitado a
formagé&o do polimero.

Na etapa de remocéo da MM do MIP e MIP-AI** a solucdo de acido acético :
metanol (9:1) foi eficiente apenas para o MIP. Entretanto, outras condicbes de

remocao foram aplicadas ao MIP-AI**

, diferentes solucdes/solventes e procedimentos.
Por fim foi confirmado a nao retirada completa da molécula molde da cavidade do
MIP-AI** devido as fortes ligacdes quimicas (metal-ligante) existentes, mesmo apés o
exaustivo numero de lavagens com CH3OH: tampdo acetato de sodio pH 4,5.
Portanto, considerou-se o MIP-AI** inadequado para prosseguir as préximas etapas e

apenas os polimeros ndo mediados por ions foram explorados.

Para avaliar a eficiéncia da adsorcédo do MIP e NIP estudos de adsorcao foram
realizados e ficou constado que os sitios de ligagdo especificos do MIP permitiram
adsorcdo da quercetina em maior extensdo quando comparada ao NIP (polimero
controle) com um fator de impressao de 2,1. Em relacédo a isoterma de adsorcéo o

perfil da curva segue uma tendéncia a isoterma de sorcéo do tipo S (curva sigmoidal),
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cuja interacdo no inicio da adsorcdo, entre MIP-Quer é de menor afinidade e
possivelmente também pode ter ocorrido uma competicdo do solvente e da quercetina

pelos mesmos sitios disponiveis do MIP.

Os materiais sintetizados em metanol apresentaram afinidade tanto para a
molécula alvo quanto para seus analogos estruturais, principalmente morina,
evidenciando baixa seletividade a quercetina e inclusive os polimeros apresentaram
elevado desvio padréo, ou seja, uma baixa precisdo aos materiais. O que pode ser
destacado em termos de seletividade é o tamanho da molécula molde que influencia
fortemente na obtencdo de um MIP. Como a quercetina € uma molécula relativamente
“grande” formou sitios especificos no MIP que permitiu reter em sua cavidade além da
qguercetina, outros flavondides contendo grupos similares, como por exemplo, a

morina.

Por fim, outro parametro que pode ser levado em consideragéo no preparo da
sintese € a escolha do solvente, que neste caso foi usado o metanol, sendo este um
solvente protico pouco explorado na sintese de polimero impresso baseado em acido
metacrilico. Por ser o solvente ideal na solubilizagdo da quercetina (MM) e por formar
o complexo desejado entre MF e MM foi usado neste estudo. Possivelmente, este
solvente pode ter interferido na formacéo das ligagcdes de hidrogénio e interacbes
eletrostaticas envolvidas entre o analito-monémero, interferindo no tamanho e no
controle dos poros. Portanto, diante das limitacOes, baixa seletividade e precisao

conferidas aos polimeros, os mesmos néo foram aplicados a amostra real.
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1. Introducao

Historicamente, desde o surgimento da sintese sol-gel, pesquisadores de
diferentes areas vém explorando a multifuncionalidade dos materiais obtidos por este
processo. Diante dos varios processos quimicos existentes o PSG oferece um acesso
versatil na producdo dos materiais com propriedades diversificadas desde os mais

simples aos mais complexos, tais como, p6s, fibras, ceramicas, monolitos.38#"

O PSG pode ser preparado pela combinacdo de componentes orgéanicos e
inorganicos com o objetivo de melhorar as propriedades fisicas, quimicas, mecanicas,
e com isso possibilitar o controle da porosidade, cristalinidade, estabilidade térmica,
resisténcia & agdo quimica, entre outras.”®®’ Portanto, este processo se torna uma
elegante alternativa na obtencdo de um sorvente de silica impressa molecularmente
(MIS) aplicado como SPE para determinacdo de quercetina em fitoterapico Ginkgo
biloba L.

O extrato de Ginkgo biloba L se destaca por ser um dos medicamentos
fitoterapicos de maior comercializacdo. O extrato contém varios principios ativos de
acao terapéutica, destaque para os ginkgoflavonoides e os terpenolactonas. A dose
diaria recomendada é de 80 a 240 mg de extrato padronizado sendo indicado de 2 ou
3 vezes ao dia por administracao oral. Este medicamento fitoterapico € prescrito para
tratamento e prevencao de edema cerebral, tontura, casos de vertigem e deficiéncia

auditivas, atua como captador de radicais livres e entre outros.>?

Diante da complexidade da amostra é um desafio analitico desenvolver
estratégias seletivas de preparo de amostras para separacdo e deteccdo de uma
molécula especifica, como a quercetina. Diante do resultado ndo satisfatério com o
MIP de quercetina baseado em sintese organica no capitulo anterior, pretende-se
neste Capitulo Il, desenvolver um novo material hibrido organico-inorganico, cujo
intuito € explorar o potencial do MIS com quercetina empregando o PSG mediado por
fons metalicos (AI**
Ginkgo biloba L. de 40 mg e 80 mg.

) para uma extracao seletiva de quercetina presente em extrato de
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2. Metodologia

2.1. Reagentes

- 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTMS), pureza 97%, Sigma-Aldrich
- Tetraetoxissilano (TEOS), pureza = 99,0 %, Sigma-Aldrich

- Cloreto de aluminio (AICl3), pureza 99,0 %, Cinética

- Etanol (CH3CH,OH), pureza 99,9 %, Scharlau

- Metanol (CH3OH), pureza 99,0 %, Tedia

- Acetona (C,HgO), pureza 99,5 %, Dinamica

- Acido fosférico (HsPO,), pureza 85,0 %, Vetec

- Acido acético glacial (CH;COOH), pureza = 99,0 %, Cinética

- Quercetina Anidra (C15H1007), pureza = 95 %, Aldrich

- Rutina hidratada (C,7H30016. xH20), pureza = 94 %, Aldrich

2.2. Equipamentos

- Balanca analitica, Shimadzu, preciséo de 0,0001 g

- Banho ultra-som, Unique, modelo 1400

- Mesa agitadora horizontal, Ethikechnology

- Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), Modelo JEOL JSM-7001F

- Surface Area e Pore Size Analyser, Quantachrome, modelo Nova 2200c

- Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Varian,
Modelo 640-IR.

- Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (FRX/EDX),
Shimadzu, modelo EDX-720.

- Espectrofotometro UV-Vis, Agilent, modelo 8453.

- Andlise termogravimétrica - 2960 Simultaneous DSC-TGA da TA Instruments

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE), PerkinElmer, composto de uma
bomba de alta pressédo, modelo Flexar LC Pump; Detector Flexar PDA, valvula de
injecédo (alca de amostragem de 20 pL); Software Chromera, verison 3.4.0.5712,
PerkinElmer

- Coluna cromatografica Bownlee Analytical C1g diametro médio de 5um, 250 x 4,6
mm, PerkinElmer

- Sistema de deionizacdo da agua, Milli-Q, Millipore
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- Bomba peristaltica, Ismatec, modelo IPC High precision multichannel dispenser
- Tubo Tygon, Viton, 1,42 mm ID
- Seringa de polipropileno de 3 mL

- Agitador magnético com aquecimento Go-Stirrer MS-H-S Go-Lab

2.3. Sintese da Silica Impressa Molecularmente (MIS )

Foram sintetizados 3 diferentes polimeros usando Quer como molécula molde,
0s precursores APTMS como mondmero funcional e TEOS como agente de ligagao

I3

cruzada e AlI°° como ions metalicos. A sintese do polimero de silica impressa

molecularmente (MIS) foi baseado no processo sol-gel descrito por Zhang et al.,**

com pequenas modificagoes.

O procedimento da sintese do MIS consistiu na mistura de 50 mg do padrdo de
Quer em 10 mL de APTMS em um béquer até completa solubilizagdo. Em seguida,
foram adicionados 20 mL de TEOS e 30 mL de agua destilada ou solucédo aquosa de
AICI; 0,01 mol L™ ou 0,1 mol L™. As misturas foram levadas ao agitador magnético por
10 min até completar a reacdo de hidrdlise e policondensacdo, sendo obtidas as
silicas impressas com Quer sem e com fons Al**, que foram nomeadas de MIS, MIS-
0,01 e MIS-0,1. Os polimeros impressos foram secos a 105 °C por 2 h, macerados e
peneirados (< 50 ym). Em seguida, os mesmos foram submetidos a um processo de
extracdo para remocdo da MM, os quais foram colocados em um funil de vidro com
papel de filtro. A solucdo metanol/acido acético (20:1) foi percolada (~ 100 mL) pelo
polimero. Para completar a remoc¢&o da MM, os polimeros foram colocados em 50 mL
de acetona e foram deixados em repouso por 6 h. Por fim, a solucao foi filtrada e o
sobrenadante analisado por espectrofotometria na regido UV-Vis para verificar se
ainda havia a presenca da MM. Os polimeros impressos foram secos a 60 °C até
peso constante e estocados em frascos de vidro até o seu uso. As silicas néo
impressas molecularmente (NIS) foram sintetizadas simultaneamente sem presenca
da MM e realizados todos os procedimentos descritos anteriormente, sendo obtidos o
NIS, NIS-0,01 e NIS-0,1.

79



Capitulo Il

2.4. Caracterizacdo Quimica e estrutural

Para avaliar a morfologia das silicas impressas e ndao impressas foi realizado
ensaio no MicroscOpio Eletronico de Varredura (Modelo JEOL JSM-7001F),
pertencente ao Laboratério de MEV do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. Cada
amostra foi fixado em um porta amostra e metalizadas com ouro em ambiente inerte
(Argdnio) por 1 h, a fim de tornar essas superficies condutoras. As microscopias dos
polimeros foram registradas com ampliac6es de 100 e 10.000 vezes.

A porosidade e a area superficial especifica dos polimeros foram avaliadas
através de ensaios de porosimetria de sorcao de nitrogénio. Este ensaio consistiu ha
exposicdo de massa fixa do polimero a 100 °C por 3 h a vacuo e em seguida foi
submetido a diferentes pressdes de nitrogénio. Foram obtidas isotermas de sorcao
pelo método BET (Brunauer Emmett and Teller) e o método BJH (Barret, Joyner and
Halenda) para determinar a area superficial, o volume e diametros dos poros. O
ensaio foi conduzido em um Equipamento de Surface Area e Pore Size Analyser,

pertencente ao Laboratério de Materiais e Combustiveis (LMC) do 1Q-UnB.

Para avaliar o0s grupamentos existentes nos polimeros e possiveis
modificacdes desses grupos e ligacdes utilizou-se a espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho. Para as medidas dos espectros IV os polimeros foram macerados em
KBr na proporcdo de 1% (m/m) a temperatura ambiente. Os ensaios foram
conduzidos em um espectrobmetro de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) com resolucdo de 4 cm™ e medidas entre 400 cm™ a 4000 cm™ e 64
varreduras. Outra técnica empregada foi a FRX/EDX para uma avaliagdo da razao
Si/Al presentes nos materiais, sendo esses ensaios realizados em quadruplicata. Os

dois equipamentos sdo pertencentes a Central Analitica do 1Q-UnB.

2.5. Estudo de desempenho das silicas impressas mol  ecularmente

2.5.1. Estudo de adsorcéao em diferentes solventes

Para avaliar a capacidade de reconhecimento molecular das silicas impressas
e ndo impressas foram realizados estudos de adsor¢cdo com Quer solubilizada em

metanol e em etanol:agua.'*
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Inicialmente foram inseridos 20 mg de cada uma das silicas (MIS, MIS-0,01 e
MIS-0,1) e seus respectivos NIS em frascos individuais contendo tampa e adicionados
5 mL de solucdo de Quer 2,5 mg L™ preparada em metanol. O mesmo procedimento
foi realizado usando solucdo de Quer solubilizada em etanol:agua (60:40, v/v). Os
frascos foram lacrados e deixados sob agitacdo por 1 hora em uma mesa agitadora
horizontal. Ao final desse tempo, filtrou-se as solu¢cdes e os sobrenadantes foram
analisados por espectrofotometria UV-Vis para determinacdo da Quer. Todos 0s
ensaios foram realizados em duplicata. A partir destes resultados foi escolhida a silica
impressa e o solvente que mostrou melhor eficiéncia de adsor¢cdo para prosseguir a

proxima etapa.

Para a construcdo da isoterma de adsorcdo, transferiu-se 20 mg da silica
impressa ou ndo impressa selecionadas no ensaio anterior para um frasco com tampa
e acrescentou-se 5 mL da solucdo de Quer em etanol:agua em 6 niveis de
concentracdes, na faixa de 0,5 a 4,0 mg L™. Em seguida os tubos foram agitados por
24 h a 150 rpm em um agitador horizontal, e apés o tempo estabelecido, as aliquotas
do sobrenadante (analito livre) foram analisadas no espectrofotometro UV-Vis. Os
resultados da capacidade de adsorcéo (ug g*) foram calculados pela Equacéo (G),
descrita na secéo 2.7 do capitulo I, e os ajustes dos modelos de isoterma de adsor¢ao

foram realizados no software Origin (verséo 8.0).

2.5.2 . Estudo de seletividade

A avaliagdo da seletividade foi feita mediante estudo de adsorgao, conforme
reportado por Li et.al.,**® contendo misturas Quer e de Rut solubilizados no solvente

selecionado na sec¢éo 2.5.1.

Para execucdo deste estudo 200 mg da silica impressa e nao impressa
selecionadas na sec¢ao 2.5.1 foram colocadas em frascos individuais e adicionados 5
mL das solucBes recém preparadas de Quer e Rut a 30 mg L. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata. Os frascos foram lacrados e deixados sob agitacao
constante durante 1 h em uma mesa agitadora horizontal, e ao término deste periodo,
as aliquotas foram filtradas e analisadas em um cromatdgrafo (CLAE). As solucdes
padrdo de Quer e Rut para a construcdo das curvas analiticas que foram preparadas

no intervalo de 5a 30 mg L™.
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O equipamento utilizado foi um Cromatégrafo com detector PDA e coluna Cig
(4,6 x 250 mm, 5 um). O método otimizado para separacdo dos compostos foi fase
mével metanol:agua com 0,5 % de &cido fosférico (40:60), vazdo de 1,3 mL min™ e
comprimento de onda de 375 nm e 364 nm para Quer e Rut, respectivamente. Os
resultados obtidos da seletividade foram analisados pela equagéo (G), descrita na

secdo 2.7 do capitulo 1.

2.5.3.Estudo de dessorcao da silica impressaem SP E

O objetivo deste estudo foi verificar a natureza e o volume do solvente extrator
utilizado para a dessor¢cdo da Quer na silica impressa, selecionada na secéo 2.5.2, e
a quantidade do polimero a ser usado na producédo do cartucho de SPE.

Para avaliar a natureza do solvente na dessorcdo de Quer adsorvida na silica
impressa foram preparados quatro cartuchos de SPE em seringas de 3 mL. Foi
colocado na base de cada seringa um disco de polietileno sinterizado fritz, que foi
recuperado de cartuchos comerciais usados. Em seguida, foram adicionados em duas
seringas 200 mg e em outras duas 400 mg por fim foi inserido outro fritz na parte

superior de cada cartucho acomodando a fase sélida.

Na SPE com a silica impressa foi montado um sistema de suporte, conforme
mostrado pela Figura 31, conectando na ponta de saida da seringa um tubo de tygon
acoplado a uma bomba peristaltica (1,0 mL/min) para percolar a solucdo pelo

cartucho.

- (A) L

e

~
r TPE tigh Procivion Matictas) Despertics <
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— S—, | |

ISMATEC Jl'

Figura 31. Foto do sistema utilizado para as analises com os cartuchos de SPE

contendo silica impressa (A) e bomba peristéltica (B).
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Primeiramente, os cartuchos foram condicionados com 2 x 2,0 mL de
etanol:agua (60:40 v/v), sendo esta a propor¢do que apresentou maior eficiéncia na
capacidade de adsorcdo. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL da solucdo de Quer
(10 mg L™) e apds percolar pela silica impressa, os solventes extratores, etanol 100%
e etanol:agua (40:60) foram adicionados individualmente a cada cartucho para avaliar
a eficiéncia de dessorc¢ao. O eluato foi coletado e analisado no espectrofotometro UV-
Vis.

Apbs selecionar o solvente extrator mais adequado para dessor¢do da Quer,
outro ensaio foi realizado usando os mesmos cartuchos do ensaio anterior. Este
ensaio foi conduzido em triplicata com o intuito de definir a quantidade de silica
impressa (200 mg ou 400 mg) a ser usada no cartucho de SPE e também avaliar a

precisao no reuso dos cartuchos.

A partir da selecdo do solvente e da quantidade de silica impressa a ser usada
no SPE, trés novos cartuchos foram preparados com a massa escolhida de silica
impressa, e prosseguiu-se com as etapas descritas anteriormente de
condicionamento e adsorcdo. Para a etapa de dessorcao foi variado o volume de
etanol selecionado na etapa anterior, e aliqguotas de 2,0 mL do solvente foram
adicionados 4 vezes no cartucho e a cada aliquota eluida foi lida diretamente no
espectrofotometro no UV-Vis para avaliar a recuperacao e precisdo no processo de

dessorcéo.

2.6. Avaliacédo preliminar da eficiéncia do MIS-0,01 e NIS-0,01 em
SPE

A amostra selecionada para este estudo foi o extrato de Ginkgo biloba L. de 40
mg padronizado contendo 9,6 mg de Ginkgoflavondide expresso pela soma de
quercetina, kaempferol e isorhnmnetina. Para preparar a amostra de Ginkgo biloba L.,
inicialmente pesou-se 10 cipsulas de Ginkgo biloba L. e determinou-se o peso médio
(PM). Em seguida, um PM (0,3447 g) foi pesado em uma balanca analitica e foi
colocado em um béquer de 50 mL e solubilizado com 10,0 mL de solug&o etanol:dgua
(60:40, v/v) e agitado por 10 min com auxilio de um agitador magnético. Apds a

solubilizac&o, a solucéo foi filtrada em papel de filtro convencional e uma aliquota de
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5,0 mL desta solugédo foi avolumada em um baldo volumétrico de 10,0 mL com
etanol:agua (60:40, v/v). Solugbes padrdo de Quer foram preparadas nas
concentracdes de 5 a 40 mg L™ solubilizadas no mesmo meio da amostra. A amostra

e as solucdes do padrao foram filtrados com filtro de membrana de 0,45 pum.

Para a extracdo da Quer presente na amostra foram preparados dois cartuchos
de SPE contendo 400 mg da silica impressa e ndo impressa que foram selecionadas
na secdo 2.5.1. Inicialmente, cada cartucho montado, conforme Figura 31, foi
condicionado com 2 x 2,0 mL de etanol:agua (60:40) e em seguida adicionado 1,0 mL
da amostra preparada do extrato de Ginkgo biloba L., sendo o eluato da amostra
coletada para andlise posterior. Na etapa de dessorcdo da Quer foi adicionado 2 mL
do solvente extrator selecionado na secdo 2.5.3 e cada aliquota coletada foi

analisada diretamente no cromatografo.

Em relacdo as solucdes padrdo de Quer foram preparadas duas curvas
analiticas, uma baseada na leitura direta das solucbes padrdo de Quer no
cromatografo e outra onde as solucdes padréao foram percoladas pelo SPE contento a
silica impressa, seguindo o mesmo procedimento de dessor¢cdo executado para

amostra.

2.7. Avaliacédo do desempenho analitico do MIS-0,01 em SPE

Para este estudo foram selecionadas amostras de extrato de Ginkgo biloba L.
de 40 mg e 80 mg. O procedimento de preparo das solu¢des padrédo de Quer e das
amostras de 40 mg e 80 mg foram os mesmos descrito na se¢ao 2.6. com apenas
algumas alteracbes na etapa de dessorcao que foi usado 8 mL solvente extrator para
eluicdo da Quer adsorvidas no SPE, condicdo esta definida na se¢éo 2.5.3., seguido
de secagem completa do eluato com gas N, e redissolucdo em 1 mL de etanol:agua
(60:40, v/v).

Para avaliar as perdas de fons A** apés o reuso do cartucho de SPE contendo
o MIS-0,01 foi realizada andlise de Termogravimetria (TG). O experimento foi
conduzido num 2960 Simultaneous DSC-TGA da TA Instruments pertencente ao
laboratorio de Catéalise da UnB. Foram geradas curvas de TG para o MIS-0,01 antes e

apos a sua utilizacdo em 5 analises consecutivas de padrdes. Os polimeros foram
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aquecidos de 25 °C até 1000 °C a 10 °C/min, em ar sintético a 100 mL/min. Os
resultados dos residuos de TG (Al,O3; e SiO,) foram obtidos e calculados com base
nos dados adquiridos por FRX/EDX.

3. Resultados e discussodes

3.1 Caracterizagao quimica e estrutural

A investigacao da morfologia das silicas impressas e ndo impressas com e sem

ad

ions AI°" foi conduzida em um microscopio eletrénico de varredura (MEV). As Figuras

32 a 34 ilustram as fotomicrografias obtidas com aumento de 100 e 10.000 vezes.

MIS NIS
Figura 32. Fotomicrografias eletrbnicas de varredura do MIS e NIS com aumento de
100 vezes (A) e (B) e 10.000 vezes (C) e (D).
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MIS-0,01 NIS-0,01
Figura 33. Fotomicrografias eletronicas de varredura do MIS-0,01 e NIS-0,01 com
aumento de 500 vezes (E) e (F) e 10.000 vezes (G) e (H).

As Figuras 32A, 32B, 33A, 33B, 34A e 34B mostram as fotomicrografias com
aumento de 100 vezes das silicas MIS, MIS-0,01 e MIS-0,1 e seus respetivos
polimeros controle. Pode ser observado nessas imagens que as particulas ndo
apresentaram poros visiveis, mas formas e tamanhos irregulares devido ao processo
de maceracao apos a sintese dos polimeros. Quando aplicado um aumento de 10.000
vezes, verifica-se que apenas os polimeros de MIS e NIS (Figuras 32C e 32D),
apresentaram porosidade perceptivel, enquanto que MIS-0,01, MIS-0,1, NIS-0,01 e
NIS-0,1 Figuras 33G, 33H, 34L e 34M, respectivamente, evidenciaram uma superficie
mais lisa, compacta e com pequenos aglomerados de microparticulas irregulares.
Provavelmente estas caracteristicas sdo devido a substituicdo isomorfica dos ions
silicio por aluminio na estrutura polimérica, o que consiste na substituicdo de um ion

com semelhante raio idnico por outro fon conservando a mesma estrutura quimica.*®
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MIS-0,1 NIS-0,1

Figura 34. Fotomicrografias eletrbnicas de varredura do MIS-0,1 e NIS-01 com
aumento de 100 (I) e (J) e 10.000 vezes (L) e (M).

Com objetivo de investigar a area superficial, volume e diametro de poros das
silicas impressas e ndo impressas, ensaios de porosimetria de adsorcao de nitrogénio
foram conduzidas para avaliar a influéncia dos fons AI** nos polimeros. Os resultados
descritos na Tabela 8 mostram que as silicas impressas apresentaram areas
superficiais e volumes de poros maiores que dos seus respectivos polimeros controle.
Pode-se verificar que a diferenca entre areas superficiais das silicas impressas e ndo
impressas foram de 14,46 % (MIS e NIS), 20,62 % (MIS-0,01 e NIS-0,01) e 22,24%
(MIS-0,1 e NIS-0,1), sendo estes valores similares aos encontrados para os volumes
de poros. Estes resultados sdo concordantes com os obtidos por Raof et al.,** da
area superficial e volume de poros de 17,2 % e 29,4 %, respectivamente, quando

sintetizado uma silica impressa por PSG.
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Por outro lado, quando comparadas as areas superficiais entre as silicas
impressas pode-se verificar diferencas de 16,08% entre (MIS e MIS-0,01) e 4,98%
entre (MIS e MIS-0,1) e para os volumes de poros foram observadas diferencas de
20,545 % e 9,091%, respectivamente. Portanto, o resultado mostra uma mudanca

mais significativa entre o MIS-0,01 com relacdo ao MIS.

Tabela 8. Porosimetria das silicas impressas e ndo impressas molecularmente.

Polimero Area sugerficial Volume dse poros Diametro médio dos
(m*/g) (cm™/g) poros (nm)

MIS 49,266 0,044 1,675
NIS 42,142 0,037 1,532
MIS-0,01 41,343 0,035 1,679
NIS-0,01 32,816 0,028 1,677
MIS-0,1 46,814 0,040 1,704
NIS-0,1 36,401 0,031 1,677

Ja em relacdo ao diametro médio dos poros observa-se que nenhuma variagao
significativa foi evidenciada entre as silicas impressas e ndo impressas e que todas
enquadram-se como materiais microporosos com diametros de poros inferiores a 2
nm, de acordo com a (IUPAC).*° Provavelmente, a proximidade entre os diametros
meédios dos poros descritos na Tabela 8, deve-se ao fato de que os principais fatores
responsaveis pelo controle do tamanho e a distribuicdo dos poros dos polimeros
foram os mesmos nas diferentes sinteses, por exemplo: os precursores TEOS e
APTMS, a temperatura, tempo de sintese, onde o tamanho e distribuicdo de poros
foram pouco afetados pela adicdo da solugéo de AI** 0,01 e 0,1 mol L™ para o MIS-

0,01 e MIS-0,01 e seus respectivos polimeros controle.

A espectroscopia no infravermelho foi outra importante ferramenta usada para
averiguar a estrutura quimica das silicas impressas e ndo impressas obtidas pelo
PSG. Os espectros de absorcéao de IV sdo apresentados na Figura 35. Observam-se
vibracdes de estiramento dos grupos hidroxilas através da banda em 3000-3750 cm™
gque podem corresponder aos grupos silandis, e também, agua remanescente
adsorvida e em 2931 cm™ estiramento vibracional do C-H. Em 1650 cm™ aparece uma
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banda que pode ser atribuida as vibra¢cdes angulares das moléculas de agua e a
banda 1380 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da amina primaria presente no
monémero funcional (APTMS). As bandas em 1050 cm™ e 765 cm™ podem ser
atribuidas ao estiramento assimétrico Si-O-Si e o0 estiramento simétrico Si-O,
respectivamente.'?®
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Figura 35. Espectro de FTIR para das silicas impressas e nao impressas
molecularmente em pastilhas de KBr.

Diante dos espectros obtidos n&o foi observada nenhuma mudanca significativa
entre as bandas de absorcéo das silicas impressas e ndao impressas, sendo a Unica
diferenca visivel relacionada as variacdes nas intensidades das bandas. Contudo, a
similaridade dos dados espectrais ndo descarta a possibilidade de ter ocorrido
mudancas com a adicdo de AI** aos polimeros, uma vez que os resultados obtidos

por MEV demostram claramente mudancas na superficie dos materiais sintetizados.

Para avaliar a propor¢cdo de atomos de silicio que foram substituidos por

aluminio foi empregada a técnica de FRX/EDX. A Tabela 9 mostra os resultados
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obtidos da razdo das percentagens relativas Si/Al nos polimeros estudados antes e
apos remocao da MM.

Tabela 9. Valores obtidos da razdo Si/Al por FRX/EDX para as silicas impressas e

nao impressas molecularmente antes e apds remocéo da MM.

Razéo Si/Al
Polimeros
Antes da remocao da MM ApO6s remocgao da MM

MIS * *

NIS * *
MIS-0,01 56,59 + 0,91 66,94 + 0,87
NIS-0,01 51,43 +£2,35 69,06 £5,91
MIS-0,1 32,68 +1,52 40,61 + 0,36
NIS-0,1 31,25+£1,05 39,10 £0,15

*sem presenca de fons AlI°" na estrutura do polimero.

Como pode ser observado na Tabela 9, antes e apds a remoc¢do da MM dos
polimeros, MIS-0,01 e MIS-0,1, os valores para a razao Si/Al foram proximos, fato
também observado para os polimeros controle. Pode-se verificar que apGs o processo
de remocao da MM com solucdo metanol/acido acético seguida de acetona houve um
pequeno aumento da razao Si/Al para todos os materiais, 0 que mostra que 0s ions
APF* sem reagir foram lixiviados em pequena proporcdo tanto para as silicas

Impressas como as nao impressas.

Observa-se que as razdes Si/Al foram maiores para os polimeros baseado em
0,01 mol L™* de solucdo de AI**. De acordo com Ribeiro et al.'*’ materiais que
possuem alta razdo Si/Al apresentam maior hidrofobicidade devido a grande
quantidade de atomos de silicio (Si), mais hidrofébicos, em relacdo aos atomos de
aluminio (Al), mais hidrofilicos, no material. Essa caracteristica é reportada por
melhorar a resisténcia de solidos, quando estes estdo em contato direto com
substancias mais hidrofilicas, como a agua. E importante destacar que a substituicdo
de um atomo de Si por um de Al aumentou a acidez dos polimeros, a qual esta
relacionada com a formacéo de sitios acidos de Lewis, além da existéncia de sitios

acidos de Brgnsted, como mostra a Figura 36.
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Figura 36. Representacdo dos sitios acidos de Bransted e do acido de Lewis.®’

A Figura 37 mostra uma proposta da reacao da silica impressa em presenca de

|3+ 128 «

ions AlI°". Levando em consideracdo a regra de Loewenstein: sempre que dois
tetraedros estiverem ligados por um oxigénio, o centro de apenas um deles podera
ser ocupado por aluminio, o outro tem que ser ocupado por silicio ou outro ion
pequeno de valéncia quatro ou maior, ex. fdsforo.” Portanto, as cavidades
tridimensionais da silica impressa podem conter ligacdes do tipo Si-O-Si e Si-O-Al

sugerindo possivelmente bifuncionalidade ao polimero e tornando-o mais seletivo.

A estrutura da silica impressa com ions (Figura 37) pode ser inicialmente
formada a partir da presenca dos grupos amino do APTMS (MF) que favorece a
formacado de ligacdes de hidrogénio com os grupos 5 e 3-hidroxicromona e 3',4'-0-
dihidroxil®® da Quer. As reacdes de hidrélise e policondensacdo prosseguem com o
TEOS e com a solucdo aquosa de Al**. O TEOS age como um agente de ligacdo
cruzada para formar a matriz polimérica ao redor da Quer, enquanto que os fons Al**
sdo incorporados na matriz e podem atuar como um acido de Lewis (Figura 38)
tornando o polimero mais seletivo a Quer. Apds a transicdo sol-gel o polimero
formado passa pela secagem e eliminacdo de subprodutos gerados. Em seguida o
MIS passa pelo processo de remocao da Quer com solvente apropriado a cavidade
de reconhecimento molecular é disponibilizada. Possivelmente, os fons AIF*
incorporados na matriz polimérica podem formar sitios especificos/seletivos para Quer

13

e competir com os hidrogénios do APTMS para formar complexo (Quer-Al*"), e com
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isso pode favorecer a extracdo seletiva da Quer na etapa de adsorcédo e levar o
isolamento da Quer na etapa de dessorcao.
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Figura 37. Proposta da reacdo de hidrélise e policondensacdo entre
APTMS/Quer/TEOS em solucdo aquosa de Al**, seguida da remocéo da MM (Quer) e
dos subprodutos gerados (H,O, CH3;OH e CH3;CH,OH) e a etapa de
adsorcao/dessorcao.

92



Capitulo Il

3.2. Estudo de desempenho das silicas impressas mol  ecularmente

Para avaliar o desempenho das silicas impressas e nao impressas, estudos de
adsorcao e isoterma de adsorcao foram realizados de acordo com o procedimento

experimental descritos na secéo 2.5.1.

A Tabela 10 mostra os resultados do desempenho dos polimeros, onde
observa-se que o MIS-0,01 e MIS-0,1 suspensos em solucdo de Quer em etanol:dgua
(60:40, v/v) apresentaram as maiores capacidades adsortivas (Q), 248,5 £ 3,5 ug/g e
207,6 £5,0 ug/g, respectivamente, quando comparada ao MIS, 159,7 + 35,0 ug/g e os
respectivos polimeros controle. Provavelmente, além do efeito de memoria da

13

molécula, os MIS sintetizados em presenca de ions AlI°" podem ter proporcionado

uma maior interacdo com a Quer quando solubilizada em etanol:agua (60:40, v/v).

Os resultados dos fatores de impressao (IF) para a solucdo de Quer em
etanol:agua confirmam as maiores adsor¢cfes das silicas impressas em relacdo as
silicas ndo impressas. Além disso, pode ser verificado que o desvio padrao dos MIS-
0,01 e MIS-0,1 foram significativamente menores aos observados para o MIS e os
NIS. Estes resultados mostram que os polimeros impressos mediados por fons A**
provavelmente geraram sitios especificos na silica conferindo possivelmente uma
bifuncionalidade. Através dessa bifuncionalidade provavelmente foram obtidas
interacbes mais fortes entre os grupos funcionais e hidroxilas (bases de Lewis) da

Quer com os atomos de AP*

e as ligacoes de hidrogénio entre os atomos de
nitrogénio do APTMS garantindo a formacdo de cavidades mais seletivas para a

espécie de interesse.

Em relacdo as silicas impressas e ndo impressas suspensas em solucdo de
Quer em metanol as adsor¢des foram mais baixas quando comparadas as suspensas
em solucdo de Quer em etanol:agua. Nota-se, neste caso, que as maiores adsorcdes
foram obtidas pelos polimeros controle (NIS, NIS-0,01 e NIS-0,1) em metanol,
resultado este oposto ao encontrado quando em etanol:agua. Além da baixa
capacidade de adsorcdo dos polimeros pela Quer em metanol, também foi verificada

uma baixa preciséo, evidenciada pelos elevados desvios padréo.

Visto que adsor¢éo do MIS-0,01 foi a que exibiu maior potencial como material

sorvente para a molécula de Quer, ou seja, maior eficiéncia de adsor¢do no meio
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etanol:agua (60:40, v/v) confirmando o resultado obtido de FRX/EDX, decidiu-se

prosseguir 0s proximos ensaios com o MIS-0,01 e o respectivo polimero controle.

Tabela 10. Resultados da adsorcdo das silicas impressas e ndo-impressas em

metanol e em etanol:agua (60:40, v/v).

B Cs(mg L") Qg g") IF
Sinteses Co(MgL™)
Etanol :H,O Metanol Etanol :H,O Metanol Etanol :H,O Metanol

MIS 1,86 +0,14 2,06 +0,13 159,7+ 35,0 109,41 + 33,44

1,27 0,74
NIS 200+0.03 1,91+0,19 125 7+7,4 148,70+ 48,15
MIS-0,01 25 152+0,01 1,93+0,10 2485+35 142,10+ 24,68 2 06 108
NIS-0,01 202+0,16 1,97+0,19 120,2+38,9 132,10 +48,63 ' '
MIS-0,1 1,67+0,02 2,07+0,09 207,6+50 106,33 +22,90 105 0,71
NIS-0,1 2,07+0,08 1,90+0,22 106,5+20,6 149,60 55,75

Co - concentracdao inicial da solucédo de Quer

Cs- concentracdo do analito livre no equilibrio

Q — capacidade de adsorcéo da Quer pelo polimero

IF - Fator de impresséao (razdo da resposta MIS vs NIS)

A seguir foram realizados estudos de isoterma de adsor¢cdo em batelada que
foram conduzidos com o MIS-0,01 e NIS-0,01, conforme procedimento descrito na
secédo 2.5.1. Os resultados das isotermas de adsor¢cao sdo mostrados nas Figuras 38
e 39.

250 -
200 - .
'S
Hdo 150 T ¢
80 IS
3
= IS
d 100 .
s0 | *
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Cs (mgL?)

Figura 38. Isoterma de adsorcdo do MIS-0,01 em etanol:agua (60:40) a 25°C.
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Figura 39. Isoterma de adsorcédo do NIS-0,01 em etanol:agua (60:40) a 25°C.

Pode ser observado na Figura 38 que os pontos da curva para o MIS-0,01
apresentaram uma tendéncia crescente indicando um relacdo de afinidade entre MIP-
0,01 e a Quer, resultado este diferente ao observado para o NIS-0,01 (Figura 39).
Verifica-se que a capacidade adsortiva do MIS-0,01 apresentou uma maior afinidade
pela molécula de Quer sendo evidenciada pelo maior valor de Q (Figura 38) quando

comparada ao NIS-0,01 (Figura 39).

O estudo descrito por Umpleby et al.,*?* apresenta evidéncias de que as
ligacbes entre analito e o polimero impresso podem apresentar sitios de ligacdo do
tipo homogéneas e heterogéneas. Modelos homogéneos assumem adsor¢cdes em
monocamada, ou seja, o0s sitios de ligagdo presentes nos polimeros se equivalem, e
os dados podem ser ajustados ao modelo tedrico de Langmuir. Ja os modelos
heterogéneos assumem adsor¢cdes em multicamandas, ou seja, uma variedade de
formas, tamanhos e rigidez dos sitios de ligacdo estdo envolvidas nos polimeros,
podendo ser ajustados aos modelos tedricos de Freundlich, Langmuir-Freundlich,

entre outros.

O ajuste da equacdo de Langmuir aos dados de adsorcdo de Quer pelas
isotermas obtidas para o MIS-0,01 e NIS-0,01 ndo apresentou bons resultados. Desta
forma foram empregados os modelos de Freundlich e de Langmuir-Freundlich para a
determinacdo da quantidade de sitios adsorventes e a estabilidade da interacdo da

Quer e dos polimeros.
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O modelo matemético de Freundlich descrito para o ajuste dos pontos da

isoterma do MIS-0,01 e NIS-0,01 foi feito através da Equagéo I.*°

1
_ KFCS(E) 0)
~ 1000

Onde: Q é a capacidade de adsorcdo do analito no equilibrio (ug g*), Cs é a
concentracdo de analito no equilibrio (mg L™?), K é a constante de Freundlich (L g™) e

expoente (1/c) é o indice de heterogeneidade.

Ja o ajuste com o modelo de Langmuir-Freundlich foi ajustado através da

Equacéo J.*#

_ Kir qmCs @)
1+ K pCE

Q
Onde: Q capacidade de adsor¢éo do analito no equilibrio (ug g*), Cs é a concentracéo
de analito no equilibrio (mg L™?), K ¢ é a constante de Langmuir-Freundlich (L mg™), qm
capacidade maxima de adsorcéo (ug g™) e ¢ o indice de heterogeneidade.

Os resultados dos modelos de Freundlich e o de Langmuir-Freundlich
ajustados aos dados podem ser observados nas Figuras 40 e 41. Observa-se que 0s
dados do MIS-0,01 se ajustaram adequadamente aos dois modelos propostos
(Figuras 40A e 40B), evidenciando a heterogeneidade do MIS-0,01, ou seja, a
adsorcdo da Quer ocorreu entre os diferentes tipos de sitios e energias de ligacdes
envolvidas no polimero. Ja para o NIS-0,01 nenhum dos modelos se ajustou de forma

satisfatoria (Figura 41A e 41B).

250 - 250 -
200 - 200 -
T 150 - . 150 - 3
) =)
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<l ] | o
o 100 9 100
50 - 50 -
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Cs (mgL?) Cs (mgL?)

(A) (B)
Figura 40. Isoterma de adsor¢cdo do MIS-0,01 em etanol:dgua (60:40) a 25°C

ajustadas aos modelos Freundlich (A) e Langmuir-Freundlich (B).
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Figura 41. Isoterma de adsor¢cdo do NIS-0,01 em etanol:dgua (60:40) a 25 °C

ajustadas aos modelos (A) Freundlich e (B) Langmuir-Freundlich.

A partir dos dois modelos ajustados para os dados do MiIS-0,01 foram
determinados os parametros das ligacbes de interagcdo entre MIS-0,01 e Quer.
Verifica-se na Tabela 11 que o modelo de Freundlich apresentou uma aproximacéao
maior aos dados obtidos experimentalmente, isto pode ser observado pelo coeficiente
de determinacdo de 0,98 que foi um pouco maior ao descrito pelo modelo de
Langmuir-Freundlich de 0,96. J& em relagdo ao NIS-0,01 pode-se confirmar pelos
parametros que nenhum dos modelos ajustou-se satisfatoriamente, pois baixos
coeficientes de determinacdo 0,074 e 0,23 para os modelos de Freundlich e

Langmuir-Freundlich foram obtidos, respectivamente.

Tabela 11. Parametros de ajuste dos modelos de Freundlich e Langmuir-Freundlich
aplicados aos MIS-0,01 e NIS-0,01.

Sintese Freundlich Langmuir -Freundlich

Ke(Lg?) e r’ KeLmg™ ¢ dm(gg?) r’
MIS-0,01 131,56 1,93 0,98 10,94 0,52 11,93 0,96
NIS-0,01 49,57 1,86 0,074 6,74 0,54 6,35 0,23

De forma aproximada, os parametros descritos na Tabela 11 resultantes do

modelo de Freundlich mostram que a constante de Freundlich (Kg) do MIS-0,01 foi
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aproximadamente 2,65 vezes maior do que a do NIS-0,01, evidenciando que o MIP-
0,01 apresentou um numero maior de sitios de adsorcao disponiveis. Contudo, essa
comparacao pode apresentar um erro consideravel, tendo em vista a falta de ajuste
do modelo de Freundlich ao NIS-0,01.

Em relacdo ao parametro heterogeneidade (c), de acordo com Debrassi et
al.,**® quando 1/c > 1 significa que ha uma forte afinidade entre o polimero e o analito,
0 que pode ser notado tanto para o MIP-0,01 quanto o NIP-0,01 com valores de 1,93
e 1,86, respectivamente. Esses resultados também sugerem a existéncia de energias
de adsorcao distintas em todos os sitios do MIS-0,01 e NIS-0,01 o que confere a

heterogeneidade aos materiais.

3.3. Seletividade

A seletividade do MIS-0,01 e NIS-0,01 foi investigada para os analitos Quer e
Rut. Neste ensaio foi usada a cromatografia liquida de alta eficiéncia na detec¢do dos
analitos, detalhes do procedimento foram descritos na seg¢ao 2.5.2.

As curvas analiticas para Rut e Quer apresentaram comportamento linear no
intervalo de concentracdo de 5 a 30 mg L™, cujas equacdes obtidas foram: A =
0,0645[Quer] -0,0885 e A = 0,0791[Rut] + 0,1287, onde A é a area do pico de cada
composto e [Quer] e [Rut] as concentracdes de quercetina e rutina, respectivamente.
Essas curvas analiticas apresentaram coeficientes de determinacédo (R?) iguais a
0,9908 e 0,9944, respectivamente, indicando comportamento linear. Os limites de

deteccdo para Quer e Rut foram de 2,36 e 2,63 mg L™, respectivamente.

Pelos resultados apresentados na Tabela 12 observa-se que o MIS-0,01
apresentou maior interacdo pela Quer quando comparado a Rut. Em vista a
similaridade da estrutura quimica dos compostos, a Rut apresenta uma pequena
diferenca na posi¢do (carbono 3 do anel C) com um grupo glicosideo (Figura 3).
Ambos possuem em suas estruturas moleculares grupos hidroxilas que sdo capazes
de interagir com os grupos amino do APTMS e formar ligacGes de hidrogénio. Dessa

I** inseridos na

forma, é possivel ocorrer interagdes entre as hidroxilas com os ions A
estrutura do MIS-0,01. Entretanto, como a Rut apresenta um grupo glicosideo,
considerado um grupo volumoso na posicéo equatorial, isto possivelmente dificultou a

sua interacdo nos sitios especificos da cavidade do MIS-0,01 o que garantiu uma
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maior seletividade para Quer. Fato que nao foi observado para o NIS-0,01 que obteve
aproximadamente a mesma afinidade tanto para a Quer quanto para Rut, 84,9 + 59,1

e 94,9 + 8,3 ug g7, respectivamente.

Pode-se verificar que o fator de impresséao IF (definido pela razdo da resposta
MIS-0,01 versus NIS-0,01) para a Quer foi praticamente quatro vezes maior que o IF
para a Rut, fato que confere a retengdo por interacdes especificas do MIS-0,01 pela

molécula alvo (Quer) e garante uma maior seletividade.

Tabela 12. Avaliacdo da seletividade do MIS-0,01 e NIS-0,01 por meio de estudo de
adsorcao por CLAE.

Co (mg/L) Cs (mg/L) Qwmis-0.01 Qnis-0.01
Compostos IF
MIS-0.01 NIS-0.01 MIS-0.01  NIS-0.01 (Mg g™ (Mg g™
Quercetina 238+1,7 266+29 1555+250 84,9+591 1,8
30
Rutina 28,1+10 26,2+03 47,2+16,2 94,9 +8,3 0,5

Co - concentracdao inicial da solucéo do analito

Cs- concentracdo do analito livre no equilibrio

Q — capacidade de adsorcdo da Quer ou Rut pelo polimero
IF - Fator de impresséao (razdo da resposta MIS vs NIS)

3.4. Estudo de dessorcao

A Tabela 13 mostra os resultados da adsorc¢édo, dessorcao, volume de solvente
extrator e a quantidade de MIS-0,01 usados nos cartuchos de SPE. Pode-se observar
que a adsorcdo em cartuchos contendo 400 mg de MIS-0,01 apresentaram maiores
capacidades absortivas quando comparadas aos cartuchos de 200 mg. Em relacdo a
dessorcdo da Quer adsorvida no MIS-0,01, pode-se verificar que no cartucho de 400
mg a dessorcdo foi mais eficiente quando aplicado 8 mL de etanol do que com a
mistura etanol:agua (99,6% contra 49,5%), respectivamente. Como o etanol foi
acondicdo mais efetiva para romper as ligacbes quimicas envolvidas na interacéo

entre MIS-0,01 e Quer, este solvente extrator foi selecionado para a proxima etapa.
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Tabela 13. Avaliacdo dessorcdo do MIS-0,01 em etanol:dgua e etanol com 200 e 400
mg de MIS-0,01.

Etanol : agua (60:40) Etanol 100%
200 mg 400 mg 200 mg 400 mg
Adsorgao (%) 3.9 28,8 3,3 26,3
Dessorgao (%) 110,7 49,5 106,1 99,6
2 10 2 8

Volume (mL)

A Tabela 14 mostra os valores encontrados para adsor¢édo e dessor¢cdo dos
cartuchos contendo 200 e 400 mg de MIS-0,01 em triplicada. Observa-se que os
resultados obtidos de adsor¢éo e dessorcéo sao similares ao do estudo anterior o que
confirma que realmente o cartucho com 400 mg apresenta maior capacidade
adsortiva comparado ao de 200 mg. Verifica-se que 8 mL de etanol puro como
solvente extrator foi suficiente para extracdo da Quer e proporcionou uma boa

precisado ao SPE.

Tabela 14. Avaliacdo da reprodutibilidade do MIS-0,01 usando etanol como solvente

de dessorcéo reutilizando os mesmos cartuchos anteriores.

200 400
Adsorcao (%) 36+0,2 29,4+26
Dessorcédo (%) 109,8+2,6 98,0 +4,3

Desvios padréo das medidas realizadas em triplicata (n=3).

ApoOs a selecdo do solvente extrator e da quantidade de MIS-0,01 para o
preparo do cartucho, foi otimizado o volume do solvente extrator a ser empregado

nos cartuchos contendo 400 mg de MIS-0,01 por meio de ensaio em triplicata.

Na Figura 42 pode-se observar que 8,0 mL de etanol foram suficientes para a
dessorcéo de toda Quer adsorvida (101,4 + 0,3 %). Na Tabela 15 observa-se que
com 400 mg de MIS-0,01 e 8,0 mL de solvente extrator obteve-se uma boa
repetitividade para a dessorcdo. Em vista a essas observagOes, a dessor¢gdo da
Quer na amostra real de Ginkgo biloba L. ser4 conduzida com etanol puro, solvente
extrator, e em cartucho de SPE contendo 400 mg de MIS-0,01.
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Figura 42. Avaliacéo da eficiéncia de dessorcéo (%) com o volume do solvente etanol
(mL) em MIS-0,01 (400 mg).

Tabela 15. Avaliagcdo da adsorgéo/dessor¢cao do MIS-0,01 (400 mg) com uso do

etanol puro na dessorcao da Quer no espectrofotometro UV-Vis.

Adsorgéo da Quer (%) Dessorc¢éao (%)
26,3 99,6
27,5 104,5
25,8 100,2
Média 26,5+0/4 101,4+0,3

3.5. Avaliacéo preliminar da eficiéncia do MIS-0,01 e NIS-0,01 em SPE

Para avaliar a eficiéncia de adsor¢do da Quer no cartucho de SPE contendo
MIS-0,01 e NIS-0,01, o estudo foi conduzido conforme procedimento descrito na
secado 2.6. Os ensaios de percolar as solu¢des padréo pelo cartucho de MIS-0,01 foi
definido na etapa de dessorgédo, enquanto que o volume de solugcdo para eluir o
analito de interesse do MIS-0,01 foi de 8 mL de etanol. Contudo, diante da n&o
disponibilidade do géas nitrogénio para evaporar essa grande quantidade de solvente
utilizado no momento da dessorcdo e que a ndo evaporacdo do mesmo causaria uma

grande diluicdo da Quer na amostra, decidiu-se prosseguir o ensaio adicionando
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apenas 2 mL do etanol puro para a dessor¢ao do analito. Esse volume foi selecionado
mesmo considerando o resultado da Figura 42, que apontou uma dessorgao de 60%.

Para avaliar a eficiéncia percentual de todo o processo de adsorcdo do
cartucho de SPE produzido, pode-se utilizar a razdo das alturas do pico de Quer nos
padrées que foram percolados através do SPE em relacdo a altura do pico de Quer
nos padrdes que nao utilizaram o cartucho multiplicado por 100. Na Tabela 16 pode-
se observar que a eficiéncia da adsorcédo obtida comparando as alturas obtidas nos
padrées das duas curvas analiticas desenvolvidas (Figura 43) foi de 17,4 + 1,8 % da
curva Al (sem MIS) em relacéo a curva B1 (apdés MIS). Apesar do baixo desvio, pode-
se observar uma tendéncia na qual a medida que se aumenta a concentracdo do
padrdo a eficiéncia tende a valores menores quando usado apenas 2 mL de etanol na

dessorcao.

Tabela 16. Avaliacdo da eficiéncia de adsor¢do das curvas analiticas a partir do
padrdo de Quer sem e apds passar pelo cartucho de SPE com MIS-0,01 e a

dessorcdo com 2 mL de etanol.

Padréo [Quer] Altura do pico (mAU) Eficiéncia da
(mg L™) Ap6s MIP Sem MIP adsorg&o (%)

5 0,82 4,09 20,04

10 1,38 7,61 18,1

20 2,61 16,17 16,2

40 4,89 31,80 15,4

A Figura 43 mostra as duas curvas analiticas obtidas, a de maior sensibilidade
sem percolar as solugbes padréo pelo cartucho (Curva Al) e a de menor sensibilidade
onde as solucdes foram percoladas pelo cartucho (Curva Bl). Apesar da menor
sensibilidade observada na curva B1, reflexo das perdas ocorridas durante a etapa de
adsorcdo e dessorcéo, observa-se um excelente ajuste (R?=0,9998), o que indica que
essas perdas foram aproximadamente constantes ou com pequena variagao entre 0s
padrdes. E importante destacar que o mesmo cartucho de SPE contendo MIS-0,01 foi
utilizado com todos os padrdes e pode-se verificar que o elevado coeficiente de
correlacdo da curva analitica obtido demonstra a potencialidade, reprodutibilidade e
reuso do cartucho desenvolvido. O limite de deteccdo obtido para curva B1 foi de 3,9
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mg L. A Curva Al também apresentou um excelente ajuste (R?=0,9996) para a
regressao obtida com limite de deteccdo de 0,2 mg L™ respectivamente.

A =0,7973[Quer] - 0,0332

N R? =0,9996
(Curva A1) -
30 - i
£
(1] )
‘o 20 - B
; .
3 ~
5 15 -
8 A = 0,1166[Rut] + 0,2383
< 10 - ,,’, R2= 0,9998
" (Curva B1)
Ro)
5 ] O/ T Q
______________ _0_-_._..___-_--._
0 — . | I I
0 10 20 0 - )

Concentragdo de Quer (mg L?)

Figura 43. Curva analitica da solucdo padrdo de Quer sem passar pelo cartucho
(Curva Al) e apos extracao do cartucho de SPE com MIS-0,01 (Curva B1).

Sabendo que durante os processos de adsorcao e dessorcdo da amostra de
Quer perdas do analito ocorrem, é necessario utilizar um método que considere essas
perdas ou que utilize um fator de correcdo para a estimativa correta da concentracéo
de Quer em uma amostra real. Nesse sentido, duas propostas podem ser
consideradas: (a) obter a concentracdo de Quer pela curva analitica de maior
sensibilidade e utilizar a eficiéncia média obtida, que neste caso foi (17,4%) com uso
de 2 mL de etanol, como um fator de correcdo (FC) ou (b) determinar a concentracao
de Quer diretamente na curva de menor sensibilidade, pois esta ja considera as

perdas e erros decorrentes de todo o0 processo.

A Figura 44 mostra os cromatogramas obtidos para as amostras de Ginkgo
biloba L. que foram percoladas pelo cartucho contendo MIS-0,01 e NIS-0,1, e
dessorvidas com 2 mL de etanol. A analise por CLAE mostrou que o cromatograma
do MIS-0,01 (Figura 44) apresentou menor quantidade de interferentes do que o NIS-

0,01, principalmente para tempo de retencédo inferior a 7 min. Em relacado a Quer foi
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evidenciado um pequeno pico para ambos o0s polimeros, devido a etapa de dessorgéo
que ficou comprometida.

_ 10 S
=
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©
o
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B
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Figura 44. Cromatogramas obtidos ap0s extracdo de Ginkgo biloba L. de 40 mg em
cartuchos de NIS-0,01 (—) e MIS-0,01 (—) utilizando 2 mL de etanol na etapa de
dessorcéo. Picos (1) Rut e (2) Quer.

3.6. Avaliacdo do desempenho analitico da silicaim  pressa em SPE

Tendo em vista os baixos desvios padrbes obtidos nos resultados na curva
analitica percolada pelo SPE contendo MIS-0,01 e que o mesmo reduziu
consideravelmente a quantidade de interferentes da amostra, esse cartucho foi
avaliado na analise de duas amostras de Ginkgo biloba L. contendo 40 mg e 80 mg.
Contudo, nessas analises foram empregados 8 mL na etapa de eluicdo (dessor¢ao),

seguido de secagem com gas nitrogénio e redissolucdo em 1 mL de etanol:dgua
(60:40, viv).

As Figuras 45A e 45B mostram dois cromatogramas sendo o primeiro baseado
nas solucdes padrdo de Quer que nao foram percoladas pelo MIS-0,01 e a segunda

apos percolacao das solugbes padréo pelo cartucho e extragdo, utilizando agora 8 mL
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de etanol na etapa de dessorcdo. P6de-se observar um tempo de analise de 20 min e
que na anélise do padrdo de Quer de 20 mg L™ foi obtido um pequeno pico em 11,2
minutos (Figura 45B) atribuido a um interferente, mas que nao prejudicou a
quantificacdo desse padrao.

——5mgL”’
| ——10mgL"
——20mg L’
4
25 ——30mg L,.
——40mgL

——5mglL”

] —10mgL"

—20mgL"

1 —30mgL’

——40mglL’
15
5- J il
i ]

T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20 6 8 1 12 14 16 18 20
Tempo (min)

Absorbancia (mAU)
o
Il
Absorbancia (mAU)

Tempo (min)

(A) (B)

Figura 45. Cromatogramas com solucdes padrdo de Quer na obtencdo da curva

analitica sem (A) e apdés (B) passar pelo cartucho de SPE com MIS-0,01.

Na Tabela 17 pode-se conferir que a eficiéncia média de todo o processo
obtido para os padrdes, calculada a partir das alturas do pico de Quer nos padrdes
das duas curvas, foi de 28,0 £ 0,7% da curva A2 em relacdo a curva B2. Observa-se
que a eficiéncia foi maior que a obtida no ensaio anterior (17,4 + 1,8%), que utilizava
apenas 2 mL na etapa de dessorcdo. Além disso, o desvio padrdo obtido foi menor,
indicando melhora na precisdo em repetidas utilizagbes do cartucho. Além do mais, a
tendéncia decrescente nas eficiéncias a medida que se aumentava a concentracao
dos padrbes na Tabela 16, ndo foi observada nesses resultados.
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Tabela 17. Avaliacdo da eficiéncia de adsor¢do das curvas analiticas a partir do
padrdo de Quer sem e apGs passar pelo cartucho de SPE com MIS-0,01.

Padréo [Quer] Altura do pico Eficiéncia da
(mg LY Ap6s MIS-0,01 Sem MIS-0,01 adsorgao (%)

5 0,90 3,45 26,07

10 1,98 7,34 26,97

20 4,60 15,39 29,89

30 6,76 23,58 28,67

40 9,17 32,04 28,63

Na Figura 46 observa-se que as curvas analiticas obtidas para os padrées de
Quer sem percolar (Curva A2) e ap0s percolagdo pelo cartucho contendo MIS-0,01
(Curva B2), apresentaram ajustes iguais a 0,9998 e 0,9992, respectivamente. Apesar
da menor sensibilidade ainda observada na curva B2 em relacdo a curva A2, os
resultados indicam que quando foi utilizado um maior volume de etanol na dessorgéo
da Quer obteve-se melhor sensibilidade para a Curva B2. Calculando a razédo das
inclinacdes das curvas Bl da Figura 43 (secédo 3.5) e B2, obtém-se como resultado
2,03, indicando que a utilizacdo de 8 mL de etanol na etapa de eluicdo, secagem e
redissolucdo da amostra dobraram a sensibilidade do método proposto que considera
as perdas no uso do cartucho SPE contendo MIS. O limite de detecc¢&o obtido para a
curva B2 foi de 1,72 mg L™ e para Curva A2 de 1,19 mg L?, os quais evidenciam a

melhora no método da curva B2.

O limite de deteccao (LD) foi baseado na sensibilidade da curva analitica e no
ruido instrumental medido no padrdo de mais baixa concentracdo da curva analitica

considerando a regido antes e ap0s o pico cromatografico, conforme Equacgéo L.

LD = 3,3 —Zude L)

Inclinagio
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Figura 46. Curva analitica do padrdo de Quer sem (Curva A2) e ap6s (Curva B2)

passar pelo cartucho de SPE com MIS-0,01.

Na Figura 47 podem ser visualizados os cromatogramas das amostras de
Ginkgo biloba L. de 40 mg e 80 mg sem passar pelo cartucho de SPE, onde observa-
se gue a maioria dos compostos presentes ndo apresentam boa resolucdo. Nesses
cromatogramas aparecem a Rut (pico 1) como pico mais intenso presente na amostra
de Ginkgo biloba L. e a Quer (pico 2), que apresenta sobreposicdo com um
interferente da amostra o que dificulta sua quantificacao realizando a injecéo direta da

amostra no cromatografo.
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Figura 47. Cromatogramas de CLAE de Ginkgo Biloba L. de 40 mg (—) e 80 mg (—)

sem passar pelo cartucho com MIS-0,01. Identificagdo dos picos (1) Rut e (2) Quer.

As Figuras 48 e 49 apresentam os cromatogramas do extrato de Ginkgo biloba
L. de 40 mg e 80 mg, respectivamente, antes e ap0s serem percolados pelo cartucho
de extracdo contendo MIS-0,01. Pode ser observado que apds a extracdo da amostra
pelo cartucho os cromatogramas apresentaram picos de menor intensidade e com
menos interferentes. Além disso, verificou-se uma o6tima resolucdo para o pico de
Quer. Estes resultados mostram que o método proposto para extragdo da Quer
mostrou ser eficaz e resolveu o problema de sobreposicdo de interferente para o pico

de Quer nas duas amostras analisadas.
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Figura 48. Cromatogramas de CLAE de Ginkgo Biloba L. de 40 mg sem (—) e apos
(—) passar pelo cartucho com MIS-0,01. Identificacdo dos picos (1) Rut e (2) Quer.
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Figura 49. Cromatogramas de CLAE de Ginkgo Biloba L. de 80 mg sem (—) e apos

(—) passar pelo cartucho com MIS-0,01. Identificagéo dos picos (1) Rut e (2) Quer.
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A Tabela 18 mostra as estimativas da concentracdo de Quer obtida para as
duas amostras de extrato de Ginkgo biloba L. quando injetada diretamente no CLAE e
analisada pela curva analitica A2 usando o fator de correcdo de 28,0 £ 0,7 %
(Procedimento a) e diretamente com curva analitica B2 (Procedimento b). Verifica-se
gue os valores obtidos pelos dois procedimentos séo relativamente proximos para a
concentracdo de Quer. Esta diferenca entre os resultados é justificada pelo fato de
terem sido usados cartuchos diferentes para aplicar as solu¢des padrdao de Quer para
construir a curva analitica B2 e outro cartucho para as amostras analisadas. O
cartucho foi reutilizado por 5 vezes, mas devido o ndo conhecimento da limitagcao do
MIS-0,01 foi escolhido utilizar outro cartucho para aplicar as amostras. Vale destacar
que todos os procedimentos de lavagem com etanol 100%, secagem a 60 °C por 30
min e condicionamento (etanol:agua 60:40) foram executadas para os dois cartuchos

preparados, sendo esperado uma eficiéncia muito préxima entre eles.

Observa-se na Tabela 18 que os erros médios obtidos por ambos os
procedimentos a e b para os extratos Ginkgo biloba L. foram baixos, o que pode ser
considerado um bom resultado devido a complexidade da amostra e da
heterogeneidade apresentada pelo MIS-0,01. Em relacdo aos valores obtidos da
analise da Quer pela curva B2, este procedimento foi considerado o mais adequado
para a determinagdo da concentracdo da Quer na amostra, o qual ja considera as
perdas de todo o processo de analise e a quantificacdo do analito. Neste caso ndo ha
necessidade de aplicar o fator de correcéo (FC) que é obtido a partir da construcéo de

duas curvas (sem e apos percolar os padrdes pelo MIS-0,01).

Tabela 18. Resultado comparativo da amostra de Ginkgo biloba L. com o uso das

curvas analiticas sem e apos percolar pelo SPE contendo MIS-0,01.

Concentracdo de Quer (mgL ™)

Ginkgo Analise pela curva A2 Anélise pela curva B2
biloba L. Andlise direta ~ Sem correcdo  Com correcéo das
por CLAE das perdas perdas pelo FC
40 mg 15,0+0,2 4,2+0,2 14,9+0,9 12,3+0,4
80 mg 14,4 0,2 4,1 0,2 14,6 £0,9 12,1 +0,4
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Levando em consideracdo as especificacdes dos medicamentos analisados, o
Ginkgo biloba L. de 40 mg e 80 mg, devem apresentar 9,6 mg e 19,2 mg de
flavondides totais, respectivamente, ndo sendo especificada a quantidade de Quer. A
partir do método proposto, foram encontrados 0,25 + 0,01 mg/comprimido e 0,24 +
0,01 mg/comprimido de Quer que correspondem a 2,6 % e 1,3 %, respectivamente,
da quantidade de flavondides presentes nos extratos de 40 mg e 80 mg. Estes valores
s&o consistentes com valores encontrados na literatura® do extrato de Ginkgo biloba
L. na qual a faixa variou de 0,5 a 4,7 % da quantidade de Quer em relacdo aos outros

ativos presentes no fitoterapico.

E importante ressaltar que o MIS-0,01 utilizado como SPE apresentou um
eficiente desempenho analitico na analise do extrato de Ginkgo biloba L. apés a
reutilizacdo do cartucho por 5 vezes. Estudos baseados em anélise da FRX/EDX e de
TG do MIS-0,01 sem reuso (Figura 50) e apos o reuso (Figura 51) mostraram que as

I** durante o processo adsorcdo/dessorcdo do MIS-0,01 foi de

perdas de ions A
apenas 4,75 x 10 mmol (1,12 %) o que possivelmente contribuiu para uma adsorc&o

seletiva de Quer e a reutilizagdo do SPE.
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Figura 50. Gréafico produzido na andlise termogravimétrica da amostra do MIS-0,01
sem reuso do cartucho.
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Figura 51. Grafico produzido na analise termogravimétrica da amostra do MIS-0,01

apos o reuso do cartucho por 5 vezes.
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4. Consideracgoes Finais

As silicas impressas molecularmente com quercetina mediadas sem e com

jons AP

foram facilmente sintetizadas pelo processo sol-gel. Além disso, o0
procedimento foi simples, rapido e realizado a temperatura de 25 °C. Estudos de
caracterizagcdo mostraram que as silicas impressas e ndo impressas apresentaram as
mesmas caracteristicas espectrais por FTIR, no entanto as areas superficiais e 0s
volumes dos poros das silicas impressas foram maiores que o das silicas nao
impressas, sendo que todos os materiais foram caracterizados como microporosos. A
técnica de FRX/EDX foi eficaz para o célculo da razéo Si/Al, que mostrou resultados
coerentes devido a quantidade de ions metalicos que foram incorporados aos

polimeros sintetizados MIS-0,01 e MIS-0,1 e seus respetivos polimeros controle.

Para avaliar a eficiéncia da adsor¢cdao do MIS, MIS-0,01 e MIS-0,1 e seus
respetivos NIS, estudos de adsor¢cdo em metanol e em etanol:agua foram realizados e
ficou constatado que os sitios de ligacdo especificos das silicas impressas permitiram
maiores adsorcdes da quercetina em etanol:agua do que das silicas ndo impressas,
fato confirmado pelos fatores de impressao (IF) maiores que 1. Em relagéo a isoterma
de adsorcao o perfil da curva seguiu uma tendéncia crescente indicando um relacéo

de afinidade entre MIS-0,01 e a Quer, fato ndo observado com o polimero controle.

A seletividade do MIS-0,01 foi comparada ao NIS-0,01, e o estudo indicou
maior presenca de ligacdes especificas do MIS-0,01 pela quercetina em presenca do
analogo rutina. Em relacdo ao estudo de dessor¢do em cartucho de extragcdo em fase
sélida com 400 mg de MIS-0,01 foi verificado que 8 mL de etanol puro foi suficiente na

extracdo da quercetina, sendo obtida boa precisado nos resultados.

O material proposto (MIS-0,01) preparado pelo processo sol-gel demostrou ser
um material eficiente, reprodutivel e seletivo na extracdo de quercetina em amostra de
extrato Ginkgo biloba L. de 40mg e 80 mg. Os cromatogramas apresentaram
excelente resolucdo para o pico de quercetina sem a sobreposicédo de interferentes.
Além disso, uma grande vantagem apresentada pelo SPE contendo MIS-0,01 foi a
reutilizacdo do cartucho por 5 vezes mantendo a sua eficiéncia constante e
apresentou uma baixa perda de fons AI** durante o processo de adsorcéo/dessorcéo
da quercetina.
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Conclusoes gerais
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Conclusdes gerais

A sintese do polimero impresso molecularmente (MIP) baseado em &cido
metacrilico mediado com ions metalicos como mon6émero funcional resultou em um
material que ndo mostrou boa precisdo e seletividade adequada como SPE para
quercetina. Por outro lado, a sintese da silica impressa molecularmente (MIS)
baseada no processo sol-gel usando 3-aminopropiltrietoxissilano (APTMS) e
tetraetoxissilano (TEOS) em presenca dos ions AlI** apresentou potencialidade
adequada para ser empregada em SPE para extracdo de quercetina. Além disso, a

sintese mostrou simplicidade e rapidez no procedimento de obtencao dos polimeros.

Devido a complexidade da amostra de extrato de Ginkgo biloba L. o uso de
MIS-0,01 em SPE surgiu como uma opg¢ao viavel para extragdo mais seletiva da
quercetina em presenca de outros compostos e com isso foi possivel a obtengéo de
cromatogramas mais limpos e livres de interferentes que pudessem comprometer a
identificacdo e quantificacdo do analito de interesse. Além disso, uma grande
vantagem apresentada pelo MIS-0,01 aplicado a SPE foi a sua reutilizacdo por 5
vezes, enquanto que oS sorventes comerciais sdo recomendados para uso apenas

uma vez.
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Perspectivas futuras

* Preparar cartuchos de SPE contendo maiores quantidades de silica impressa
(MIS-0,01) de 600, 800 e 1200 mg e avaliar a eficiéncia da adsorcdo e dessorcéo

para a quercetina.

* Realizar estudos de reutilizacdo do cartucho de SPE com a silica impressa
para avaliar seu potencial de repetibilidade, linearidade e recuperacdo frente a

molécula de quercetina.

» Sintetizar novas silicas impressas para quercetina pelo PSG e empregar um
planejamento experimental usando diferentes variaveis, tais como, concentracdo e
tipo de metais, natureza e tipo do catalisador (acido ou basico) e os tipos de

precursores.

 Ampliar a aplicacdo do SPE contendo a silica impressa de quercetina para

amostras de chas, vinhos e vegetais.
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