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RESUMO

GRASSI, V. Polimeros molecularmente impressos (MIPs) como extratores
em fase solida em sistemas de analises em fluxo. 2008. 179f. Tese
(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao

Paulo, Piracicaba, 2008

Polimeros molecularmente impressos (MIPs) se afiguram como materiais
promissores a serem empregados em extracdo em fase sdélida devido a boa
seletividade apresentada por eles. A seletividade dos MIPs esta diretamente
relacionada ao reconhecimento pelo polimero de uma molécula de interesse, a
qual foi empregada previamente como molde no processo de sua sintese. MIPs
apresentam como caracteristicas o facil preparo, o baixo custo, a possibilidade de
sintese em ambientes adversos, e a resisténcia quimica na presenga de acidos,
bases, ions metdlicos, solventes organicos bem como resisténcia fisica a altas
temperaturas e pressoes.

Neste trabalho, a exploragdo de MIPs como extratores para separagdo em
fase solida (SPE) em sistemas de analises em fluxo foi realizada, sendo suas
caracteristicas e desempenho avaliados em relagdo as determinagbes
espectrofotométricas de catecol, acico ascoérbico e atrazina em amostras de
relevancia ambiental, farmacologica e alimenticia. A possibilidade de separacao
quiral foi também investigada em relacdo D e L-acido ascorbico. Potencialidades
e limitagcdes quanto ao emprego dos mesmos em sistemas de analises em fluxo

foram observadas e enfatizadas.



ABSTRACT

GRASSI, V. Molecularly imprinted polymers (MIPs) as solid phase extractors
in flow systems. 2008. 179f. Thesis (Doctoral) - Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2008

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are promising as material to be used
in solid phase extractions due to their high selectivity. MIPs selectivity is directly
related to the recognition of a molecule of interest, which was previously employed
as template in the synthesis process. The main favorable characteristics of MIPs
are the easy preparation, low cost, possibility of synthesis in adverse
environments, and chemical resistance in the presence of acids, bases, metal
ions, organic solvents as well as the physical resistance to high temperatures and
pressures.

In the present work, flow systems with molecularly imprinted polymers as in-
line solid phase extractors were designed, and their characteristics and
efficiencies were assessed in relation to the spectrophotometric determinations of
the catechol, ascorbic acid and atrazine in environmental, pharmacological and
food samples. Moreover, the feasibility of chiral separation was investigated in
relation to D and L-ascorbic acid. Potentialities and limitations of implementing

MIPs in flow analysis were highlighted.
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1. INTRODUCAO

A medida que a Ciéncia avanca, os protocolos de andlises quimicas
tornam-se cada vez mais eficientes [Guiochon; Beaver, 2004]. Instrumentacao e
procedimentos analiticos tém sido desenvolvidos e aperfeicoados, o que
possibilitou um avango dos sistemas analiticos, permitindo assim a obtengédo de
menores limites de detecgado e redugcédo acentuada no tempo total da analise. Em
virtude deste avango tecnoldgico, novas vertentes foram surgindo e passaram a
ser 0 alvo das pesquisas na atualidade. Dentre estas, a busca por melhor
seletividade bem como a reducao na emissao de residuos merecem destaque.

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos e
sensiveis € de grande importancia para uma melhor determinacdo de espécies
quimicas e, consequentemente, para aumentar a confiabilidade dos resultados
analiticos. Em virtude disso, 0 emprego de etapas de separacado/ concentracao se
faz, em muitos casos, necessario. Todavia, devido a complexidade de algumas
matrizes, aos baixos teores dos constituintes de interesse e a presenca de
interferentes em potencial, o desempenho das técnicas de separagao/
concentracao pode ser prejudicado. Neste contexto, o emprego de polimeros
molecularmente impressos (do inglés - “Molecularly Imprinted Polymers” - MIPs)
tem demosntrado ser uma eficiente ferramenta analitica com grandes
potencialidades para minimizar as referidas limitagdes nas técnicas de separagao/
concentracao tradicionalmente empregadas.

MIPs séo obtidos por polimerizagao na presenga de uma molécula molde a
ser impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico € formado ao redor do
analito ou de uma molécula com estrutura analoga. Apdés a polimerizacao, a

molécula molde é removida por dissolugao ou evaporagao (quando os analitos sao



volateis), revelando sitios de ligacdo (cavidades) que sdo complementares em
forma e tamanho ao analito. Com esta estratégia, o resultado € uma “memoria”
molecular no polimero, que é apropriada para que ocorra um processo de inclusao
reversivel e um enriquecimento seletivo da molécula molde. Isto possibilita a
separacao da mesma de uma matriz complexa, minimizando a influéncia dos
interferentes em potencial presentes na amostra, bem como contornando
possiveis efeitos matriciais. Por apresentarem reconhecimento molecular
semelhante aos sistemas seletivos enzima-substrato e/ ou antigeno-anticorpo,
estes polimeros também podem ser chamados de polimeros biomiméticos. MIPs
apresentam algumas caracteristicas adicionais quando comparados aos materiais
biol6gicos (enzimas e anticorpos). Estas vantagens contemplam o fécil preparo, o
baixo custo, a possibilidade de sintese em ambientes adversos, nos quais
biomoléculas naturais nao resistiriam, tais como a presenca de acidos, bases, ions
metalicos, solventes organicos bem como altas temperaturas e pressoes [Haupt;
Mosbach, 1999; Pilesky; Alcock; Turner, 2001].

Devido a estas caracteristicas, MIPs tém sido amplamente empregados em
processos de separagcdo/ concentragdo cromatografica para melhorar a
seletividade analitica e discriminar espécies quimicas com estruturas similares ou,
ainda, espécies quimicas pertencentes a mesma familia de compostos (e.g.
familia das triazinas). No entanto, a automacao dos processos de separacao nao
€ muito empregada, sendo que as etapas envolvidas na extragdo sao
frequentemente realizadas manualmente, o que pode ocasionar erros, dificuldades
operacionais, além do consumo em grande escala de reagentes, contribuindo para
0 aumento na quantidade de residuos laboratoriais 0 que ndo se coaduna com a

proposta de Quimica Limpa tao difundida atualmente.



Neste contexto, os sistemas de anadlises por injecdo em fluxo representam
uma importante ferramenta para viabilizar os processos aqui salientados, bem
como para diminuir a quantidade de residuos gerados e para minimizar erros na
manipulacao dos reagentes e solventes empregados, o que consequentemente
diminui o risco de uma possivel exposi¢ao e contaminagao do analista. O emprego
de MIPs como separadores em processos de extracdo em fase soélida em
sistemas de analises em fluxo é recente, configurando-se em uma estratégia a ser
estudada, avaliada e explorada, sendo este o principal objetivo deste trabalho de
Tese. A implementacdo desta estratégia nos referidos sistemas visa
principalmente a melhoraria em robustez bem como uma maior rapidez e uma
melhor eficiéncia no processo de separacdo. Como técnica de deteccao, sera
empregada a espectrofotometria no UV-Vis.

A utilizacdo desta estratégia € inovadora para compostos enantioméricos,
bem como a combinacdo de MIPs em sistemas de analises em fluxo. A
flexibilidade destes sistemas sera explorada visando simplicidade operacional e
sensibilidade analitica. Como aplicagbes, serao investigadas as determinagdes de
catecol em aguas naturais, aguas residuais, medicamentos e extratos de cha
verde; de atrazina em &guas naturais e em extratos de solos bem como a

determinacao das espécies D(+) e L(-) do acido ascérbico em sucos naturais.



2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo aborda um breve histérico sobre a origem dos polimeros
molecularmente impressos, 0os aspectos mais importantes envolvidos na sintese, a
associacao de MIPs com sistemas de analises em fluxo bem como o emprego de
MIPs para a determinagao de catecol e de atrazina.

2.1. Histérico

Acredita-se que a origem dos MIPs esta intimamente relacionada aos
estudos envolvendo preparo de silicas para separacao cromatografica [Anderson;
Nicholls, 2001]. Existem divergéncias quanto a sua procedéncia, uma vez que 0s
primeiros exemplos de impressdo molecular em polimeros organicos sintéticos sé
foram relatados no inicio da década de 70.

Neste sentido, deve-se ressaltar que, no inicio dos anos 30, Polyakov
(1931) [Polyakov, 1931 apud Anderson; Nicholls, 2001, p.2]' ao preparar uma
série de silicas para uso em cromatografia, observou que estas apresentavam
algumas propriedades de adsor¢ado pouco usuais. Os experimentos realizados por
Polyakov consistiam na acidificacdo de uma solucdo de silicato de sodio
empregando carbonato de amdnio como iniciador de polimerizagdo. Apés duas
semanas, diferentes aditivos (benzeno, tolueno ou xileno) eram acrescentados as
silicas e estas eram levadas a secagem por cerca de 20 a 30 dias. Os aditivos
eram entao removidos por um demorado processo de lavagem com agua quente.
Em estudos de adsorcdo subsequientes, Polyakov observou que as silicas
preparadas apresentavam uma alta capacidade de retencdo frente aos aditivos

empregados na polimerizagcdo e, consequentemente, uma melhor seletividade.

' POLYAKOV, M.V. Adsorption properties and structure of silica gel. Zhurnal Fizicheskoi Khimii, Heidelberg, v. 2, p. 799-
805,1931.
0



Trabalhos posteriores [Polyakov et al., 1933 apud Alexander et al., 2006, p.107;
Polyakov et al., 1937 apud Alexander et al., 2006,p.107] % ® apresentavam maiores
detalhes sobre o0s experimentos realizados. Nestes, os aditivos foram
considerados como moldes (do inglés - "templates”) que diretamente afetaram a
superficie da silica resultante, causando mudancas estruturais que refletiam a
natureza do aditivo, conferindo a esta melhor seletividade

Na mesma época em que Polyakov publicou seu primeiro artigo, a origem
da seletividade de anticorpos em sistemas imunologicos estava em grande
debate. Uma hip6tese sobre a possivel formagéo de anticorpos nos organismos
vivos foi apresentada por Breinl e Haurowitz [Breinl; Haurowitz, 1930 apud
Alexander, 2006, p.107]* e posteriormente por Mudd [Mudd, 1932]. Neste
contexto, Pauling (1940) investigou o reconhecimento de anticorpos por sitios
especificos nos antigenos em sistemas imunoldgicos [Pauling, 1940]. Este propbs
que a formacgao de anticorpos possivelmente ocorria na presenga de um antigeno,
capturado pela célula, sendo este uma espécie de molde para a formacao dos
anticorpos. Pauling sugeriu que a estrutura primaria de um anticorpo era idéntica a
do molde (antigeno), o que em parte explicava a extraordinaria seletividade
apresentada pelos anticorpos. Mais tarde, Pauling e Campbell (1942) sugeriram

que esta seletividade poderia ser comprovada precipitando-se globulina, sob

2 POLYAKOV, M.V.; STADNIK, P.; PARYCKIJ, M.; MALKIN, I.; DUCHINA, F. On the structure of silica. Zhurnal Fizicheskoi
Khimii, Heidelberg, v. 4, p. 454 - 456, 1933.

3 POLYAKOV, M.V.; KULESHINA, L.; NEIMARK, I. On the dependence of silica gel adsorption properties on the character of its
porosity. Zhurnal Fizicheskoi Khimii, Heidelberg, v.10, p. 100 -112, 1937.

* BREINL, F.; HAUROWITZ, F. Chemical examinations on the precipitate from haemoglobin and anti-haemoglobin serum and
comments on the nature of antibodies. Hoppe-Seyler's Zeitschrift fur Physiologische Chemie, Strassburg, v. 192, p. 45-57,

1930.



condi¢cdes desnaturantes, na presenga de um antigeno e pela subsequente
remocao e re-dissolucao desta. A globulina poderia entdo exibir seletividade pelo
antigeno empregado no experimento [Pauling; Campbell, 1942]. Tentativas foram
entdo realizadas com o intuito de se aplicar esta teoria em um sistema inorgéanico,
mais especificamente em silicas. Os resultados foram apresentados em 1949 por
Pauling em uma palestra onde ele descreveu os resultados obtidos por um de
seus estudantes, Dickey [Dickey, 1949]. A metodologia empregada por Dickey era
similar aquela realizada por Polyakov mas, neste caso, alaranjado de metila e
outros corantes foram usados como moldes no comego do processo de
polimerizagdo com silicato de sodio e acido acético, outros acidos organicos foram
ainda empregados como agentes acidificantes. Dickey observou que a silica
preparada na presenca de um dos quatro corantes apresentava maior seletividade
a este corante mesmo quando os demais corantes estavam presentes. Em outras
palavras, Dickey demonstrou que alguns adsorventes sélidos sintéticos poderiam
se moldar em torno de uma espécie quimica de interesse (molde), resultando em
cavidades seletivas apenas para a espécie quimica usada na fabricacao da silica.
Na década de 50, a seletividade quiral dos enantibmeros dos acidos
mandélico e canforsulfénico foram demonstradas por Curti e colaboradores (1951;
1952) empregando silicas impressas como fase estacionaria de uma coluna
cromatografica [Curti; Colombo,1951; Curti; Colombo,1952 apud Alexander et al.,

2006, p.108]°°. Estudos similares foram relatados pelo grupo de Klabunovskii

®CURTI,R.;COLOMBO,U. Active sites in stereoselective adsorbents as models of drug receptors and enzyme actives sites.
Chimica e I'lndustria, Mildo, v.23, p.103,1951.
& CURTI,R.;COLOMBO,U. Chromatography of stereoisomers with ‘tailor made’ compounds. Journal of the American Chemical

Society, Washington, v.74, p.3961-3961, 1952.



(1963) [Klabunovskii et al., 1963 apud Alexander et al., 2006, p.108]’, porém, o
trabalho mais notavel foi apresentando pelo grupo de Patrikeev. Neste, uma
“espécie de bactéria” era incubada na silica numa etapa anterior ao processo de
secagem, sendo a silica entdo aquecida até secura e avaliada [Patrikeev;
Smirnova; Maksimova, 1962 apud Alexander et al., 2006, p.109]%. Patrikeev e
colaboradores observaram que esta silica impressa apresentava uma maior
capacidade de fornecer moldes para a “espécie de bactéria” empregada
relativamente as outras silicas de referéncia utilizadas para a mesma finalidade e
posteriormente, verificaram que a mesma apresentava enantioseletividade
[Patrikeev et al.,1960 apud Alexander et al., 2006, p.109]°. Um procedimento para
producdo de uma enzima sintética com MIP foi ainda relatado por este mesmo
grupo, o qual empregou o termo MIP em varios sentidos.

Diversos trabalhos foram relatados a partir das primeiras descobertas
realizadas por Polyakov. Ap6s duas décadas de intensa investigacdo na area,
verificou-se entretanto uma diminuicdo nos estudos envolvendo a impressao
molecular de silicas concomitantemente com a introdugao dos primeiros trabalhos
de polimeros organicos molecularmente impressos. Em 1972, Takagishi e Klotz
[Takagishi; Klotz, 1972 apud Andersson; Nicholls, 2001, p.16]'® demonstraram
que a ligacao de pequenas moléculas a um polimero organico em meio aquoso

podia ser melhorada introduzindo-se grupos hidrofébicos, e que as ligacdes

7 KLABUNOVSKII, E.l; AGRONOMOV, A.E.; VOLKOVA, L.M.; BALANDIN, A.A. Absorption of racemic and (+)-2-butanol on
stereospecific silica gels. lzvestiya Akademii Nauk Respubliki Kazakhstan, Seriya Khimicheskaya, Russian, p.228-234, 1963.

8 PATRIKEEV, V.; SMIRNOVA, Z.; MAKSIMOVA, G. Some biological properties of specifically formed silica. Doklady Akademii
Nauk SSSr, Russian, v.165, p.707-709, 1962.

8 PATRIKEEV, V.; BALANDIN, A.; KLABUNOVSKII, E. MARDASZEW, J.; MAKSIMOVA, G. selectivity of an adsorbent produced in
the presence of bacteria with respect to optical isomers. Doklady Akademii Nauk SSSr, Russian, v.132, p.850-852, 1960.

' TAKAGISHI, T.; KLOTZ, I. M. Macromolecule-small molecule interactions; introduction of additional binding sites in
polyethyleneimine by disulfide cross-linkages. Biopolymers, Weinheim, v. 11, p. 483-491, 1972.



formadas pela adicdo deste grupos se diferenciavam daquelas apresentadas por
um polimero hidrofilico. Os autores relataram ainda que a introdugdo de um
reagente de ligacdo cruzada (do inglés - “cross-linker”) restringia a mobilidade da
cadeia polimérica, levando a melhoria na capacidade de adsorcao.
Posteriormente, Wulff e Sarhan [Wulff; Sarhan, 1972 adup Andersson; Nicholls,
2001, p.16]"" descreveram a copolimerizagéo do acido D-glicérico e divinilbenzeno
com uma subsequente hidrélise do glicerato. Os autores observaram que o
polimero resultante apresentava impressdes com reconhecimento quiral para o
acido D-glicérico. A partir de entdo, a aceitacdo desta nova estratégia de
separacgao foi crescente, resultando em avangos nas técnicas de polimerizacao,
incluindo melhorias nos materiais poliméricos, o que possibilitou um crescimento
no numero aplicacbes analiticas [Wulff; Vietmeier; Poll,1987; Andersson;

Mosbach,1990; Whitcombe; Vulfson,2001].

2.2. Polimeros molecularmente impressos (MIPs): conceitos e aspectos

gerais envolvidos na sintese

MIPs sao polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade a uma
molécula de interesse. Em geral, sdo facilmente sintetizaveis, podendo ser
moldados de acordo com sua utilizagdo, sendo sua sintese em geral pouco
onerosa. Apresentam caracteristicas vantajosas de estabilidade, robustez,
seletividade, resisténcia a altas temperaturas e pressdes e inércia quimica a
acidos, bases e solventes organicos. Em funcao destas caracteristicas, e dada

sua alta seletividade, estes polimeros tém sido bastante empregados no preparo

" WULFF, G.; SARHAN, A. Uber die Anwendung von enzymanalog gebauten Polymeren zur Racemattrennung.

Angewandte Chemie, Weinheim, v. 84, p.364, 1972.



de amostras atuando como adsorventes em técnicas de separagdo tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia [Hwang; Lee, 2002], eletroforese capilar
[Nilsson et al.,, 1994] eletrocromatografia capilar [Suedee et al.,1999],
cromatografia em camada delgada [Kriz; Mosbach, 1995], bem como em extracao
em fase sélida (SPE do inglés -“solid phase extraction”) [Andersson, 2000] € em
micro extracao em fase sélida [Koster, 2001], sendo ainda muito empregados nas
areas biologica, farmacologica e alimenticia [Martin-Steban, 2001; Ramstrém et
al.,2001; Kandimalla; Ju, 2004; Hilt; Byrne, 2004; Xu; Zhu; Chen, 2004;
Whitcombe; Vulfson, 2001].

A seletividade dos MIPs est4 diretamente relacionada ao reconhecimento
pelo polimero de uma molécula de interesse, a qual foi empregada previamente
como molde no processo de sua sintese. O processo de impressdao molecular €
geralmente realizado com a mistura de um monémero funcional [Haupt, 2001] com
a molécula de interesse (analito), a qual serve de molde para as cavidades
tridimensionais a serem impressas no polimero. Neste processo, podem ocorrer
interacdes reversiveis entre os grupos funcionais ligantes da molécula molde € os
grupos funcionais do mondémero empregado na sintese. Apds esta etapa, um
reagente de ligacdo cruzada e um iniciador radicalar sao adicionados para
estabilizar as ligagdes e iniciar a polimerizagdo. A combinagcdo e escolha dos
reagentes para sintese de MIPs devem ser criteriosamente avaliadas para cada
analito, de forma a minimizar algumas caracteristicas indesejaveis, como a
formacao de polimeros pouco porosos com baixa eficiéncia de separacao devido a
formagdo de poucos sitios ativos [Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005]. Apds a

formagédo do MIP, o molde € removido, deixando as cavidades tridimensionais
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vazias com seus respectivos sitios de reconhecimento ativos para serem ligados a

espécie quimica em que foi moldada (Figura 1).

Polimerizacao

e 4
Agente de
ligagao cruzada
Bondiness
radicalar .
molde
a | = O

Polimero Impresso

Figura 1. Representacao esquematica do processo de impressido molecular.
Adaptado de He et al., 2007.

A seletividade dos MIPs depende fundamentalmente do processo de
sintese e, consequentemente, das variaveis envolvidas: proporgées molares entre
a molécula molde e monbémero funcional, tipo e quantidade de solvente,
quantidades do reagente de ligacdo cruzada e do iniciador radicalar, tempo e
processo de polimerizagdo. Um bom conhecimento de equilibrio quimico entre os
compostos envolvidos, da teoria de reconhecimento molecular e de termodinamica
sao importantes para que seja obtido um MIP com elevado numero de cavidades
[Katz; Davis, 1999]. Desta forma, a otimizacdo dos parametros envolvidos na
sintese é essencial para a confeccao de MIPs. Relativamente a moléculas molde
para as quais ainda nao existe um protocolo de sintese, ha a necessidade de se

conhecer profundamente todas as variaveis envolvidas e suas interdependéncias
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[Spivak, 2005]. De fato, a escolha do analito, mondmero funcional, reagente de
ligacdo cruzada e iniciador radicalar sdo de extrema importéncia na sintese de
MIPs.

A estrutura molecular da molécula molde (analito) determina o tipo de
mondémero funcional a ser utilizado na sintese, ja que as ligacées quimicas entre
ambos é que fundamenta o reconhecimento molecular. O analito deve apresentar
grupos funcionais capazes de interagir fortemente com o monémero, afim de
formar uma espécie de “complexo estavel” entre eles. Este deve ser quimicamente
inerte sob as condigdes de polimerizagdo e estavel sob condigdes de sintese
(temperatura ou radiagcéo UV).

O solvente tem como fungado principal a solubilizagcdo da molécula molde
bem como a agregacao, em uma sé fase, de todas as substancias envolvidas na
polimerizagdo nao interferindo na interagdo analito-monémero. Além disto, a
natureza e o volume do solvente podem influenciar as caracteristicas morfoldgicas
dos MIPs, uma vez que ele é responsavel pelo grau de porosidade dos mesmos.
Polimeros pouco porosos e com pequena area superficial apresentam baixa
capacidade de reconhecimento molecular, basicamente devido a lenta difusédo dos
analitos em diregdo aos sitios seletivos localizados nos microporos. Solventes
apolares e com baixa constante dielétrica tem sido os mais indicados para a
sintese [Martin-Steban, 2001]. A escolha de um solvente porogénico que nao
interfira na interacdo analito-monémero e que garanta uma morfologia adequada
do polimero nao é tarefa facil. Para que os MIPs apresentem caracteristicas
desejaveis quanto a seletividade, é fundamental que haja um estudo apurado do

tipo e/ou composi¢do dos solventes empregados na sintese [Tarley; Sotomayor;
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Kubota, 2005]. Os solventes geralmente usados sao: acetonitrila, tolueno,
dimetilsulféxido, metanol, cloroférmio, dentre outros.

O monémero funcional determina o tipo de ligacdo nos sitios impressos do
polimero. Sua escolha depende da natureza do analito, ou seja, 0 monémero deve
corresponder a funcionabilidade da molécula molde e as suas interagdes devem
ser fortes o suficiente para realizar a formacao dos sitios de ligacdo, mas também,
fracas o suficiente para permitir a retirada do molde de maneira a nao destruir as
cavidades de reconhecimento formadas. Como a interacdo analito-monémero €
governada por um processo em equilibrio, quantidades superiores de monémero
em relacdo a molécula molde (geralmente 4:1 mol/ mol) devem ser empregadas
com o intuito de se deslocar o equilibrio para uma maior formacao de complexos
analito-monémero [Martin-Steban, 2001, Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005].
Misturas de monémeros funcionais também podem ser usadas para prover
cavidades mais especificas no polimero; entretanto, co-polimerizacdo e
complexacao do molde durante a sintese podem ocorrer [Cormack; Elorza, 2004].
Desta forma, a escolha do monémero funcional ou de uma mistura de monémeros
deve ser cuidadosa [Karim et al., 2005]. O Quadro 1 apresenta as estruturas
moleculares dos principais monémeros funcionais empregados na sintese de

MIPs bem como o algumas interagdes destes com o analito.
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Quadro 1. Monémeros funcionais comumente empregados nha sintese de polimeros

impressos molecularmente. Fonte : Sellerger e Hall, 2001

Monomero funcional Estrutura quimica Interacédo com o analito

Acido acrilico I&nica e ponte de hidrogénio

Acido metacrilico I&nica e ponte de hidrogénio

=
Acido p-vinilbenzéico OH I&nica e ponte de hidrogénio

o]
) P NH
Acido acrilamidosulfénico /W SO3H I16nica

Amino metacrilamida ‘ |16nica

4-vinilpiridina

NH
NRo
o]
7 ‘ X I6nica, ponte de hidrogénio e
N

transferéncia de carga

P N\ I6nica, ponte de hidrogénio e
2-vinilpiridina ‘
= transferéncia de carga

/\% I6nica, ponte de hidrogénio e
4-vinilimidazol NH
N~/ coordenacéo de metais
o /AN/\\ I6nica, ponte de hidrogénio e
1-vinilimidazol N
=~/ coordenagao de metais
/ NH2
Acrilamida Y ponte de hidrogénio
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O agente de ligacdao cruzada é o reagente que realiza a unidao dos
mondémeros funcionais para a formacdo do polimero. Um dos reagentes mais
utilizados € o etileno glicol dimetacrilato, que desempenha diversas fungoes, tais
como: controlar a morfologia da matriz polimérica (macro porosa, gel, micro-gel),
estabilizar as ligagdes impressas (ligagdbes molde-monémero funcional) e conferir
estabilidade mecénica ao polimero. Este reagente € geralmente colocado em
excesso (cerca de 80%), e seu carater funcional deve corresponder ao do
monbémero funcional, principalmente quando sdo empregadas misturas de
mondmeros [Cormack; Elorza, 2004]. O Quadro 2 ilustra as estruturas moleculares

dos principais reagentes de ligacao cruzada usados em sinteses de MIPs.

Lode MY TOT
o CH,

etileno glicol dimetacrilato N,N*-metileno diacrilamida 2,6 — (bisacrilamido)piridina
@ g
: W
,/f‘\ﬂ/\/\,,‘/b 8] =
H M
a] H
N, O - bisacriloila-L-fenilalaninol N, N’- fenilendiacrilamida

)..CH,
P O
& H,
o o

p- divinilbenzeno ’DJ\l-rCH* Trimetilpropano trimetacrilato (TRIM)

Quadro 2. Estruturas quimicas de reagentes de ligacao cruzada comumente usados
em sinteses de MIPs. Adaptado de Comarck e Elorza, 2004
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O iniciador radicalar €, por sua vez, o reagente que fornece radicais livres
na polimerizagdo. Através da sua decomposicao térmica ou fotolitica, os primeiros
radicais sdo formados. A polimerizagcao entdao se inicia quando estes interagem
com as moléculas do reagente de ligacado cruzada e seu término ocorre apés o
fechamento de toda a cadeia polimérica. O controle da polimerizacdo €
basicamente ditado pela velocidade de formacao destes radicais, pelo ajuste de
temperatura/ radiacao UV e pela composicao quimica dos compostos envolvidos
[Sellergren; Hall, 2001]. A estabilidade da temperatura € muito importante para se
obter um polimero bem estruturado. Variagdes bruscas na temperatura podem
acarretar a formacao descontrolada de radicais, bem como interferir na quantidade
de cavidades impressas comprometendo o desempenho dos MIPs. O iniciador
radicalar mais empregado tem sido o 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN), porém
outros podem ser utilizados como o azo-bis-iso-dimetilvaleronitrila (ABDV) e o
acido 4,4-azo-bis(4-ciano pentaendico) (Quadro 3) sendo sua escolha

dependente da temperatura de sintese a ser empregada e do analito

CH, L O

TM = T e TN = THJ D
. = ¢ . N
H, | M= | H, | =N |
CH, GM CH, CH CH,

H,C

2,2’ — azo-bis-butironitrila azo-bis-isso-dimetilvaléronitrila dimetilacetal de benzila
(AIBN) (ABDV)

0
o "
o=q HO N= rh.;|4|—\-_/&:’I
ay b

OH

Peréxido de benzoila (BPO) 4,4’ —azo-bis(4-ciano pentaendico)

Quadro 3. Estruturas quimicas dos iniciadores radicalares usados na sintese de
MIPs. Fonte : Tarley; Stomayor e Kubota, 2005.
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Como a sintese dos MIPs requer um controle rigido dos parametros
envolvidos, a falta de conhecimento da interdependéncia destes parametros pode
gerar polimeros com poucos sitios de ligacdo. A vasta literatura sobre MIPs
disponivel atualmente, descreve uma série de procedimentos envolvidos antes e
depois da sintese bem como teorias e fundamentos potencialmente Uteis quando
novos polimeros sdao almejados [Cormack; Elorza, 2004; Sellergren; Hall, 2001;
Ye; Mosbach, 2001; Qiao et al., 2006; Whitcombe; Vulfson, 2001; Ekberg;
Mosbach,1989; Spivak, 2005; Katz; Davis,1999].

Neste sentido, a busca por estratégias que facilitem os procedimentos
experimentais de sintese e a posterior interpretacdo dos resultados resultou no
emprego de ferramentas quimiométricas envolvendo experimentos de otimizagao
univariada que levam em consideracao a influéncia de diferentes parametros de
sintese como a variagdo dos mondémeros funcionais [Ramstrom et al.,1993], as
fracbes molares dos reagentes envolvidos [Baggiani et al., 2004], as condi¢des de
sintese [Pérez-Moral; Mayes, 2004; Fireman-Shoresh; Avnir; Marx, 2003], etc.
Procedimentos envolvendo quimiometria e andlise combinatéria dos parametros
envolvidos na formacédo de MIPs também tem sido relatados [Davies; de Biasi;
Perrett, 2004; Rosengren et al.,, 2005; Lanza; Sellergren, 2004] sendo
considerados, atualmente, os mais promissores com relacdo a sintese de MIPs
para novas moléculas molde. O emprego destas ferramentas quimiométricas
possibilita uma maior simplicidade operacional, um menor tempo de
experimentagdo e uma melhor interpretacdo das variaveis interdependentes. A
aplicacao do planejamento fatorial multivariado para interpretacdo da influéncia

das variaveis de sintese tem sido, no entanto, pouco relatada, porém esta se
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afigura como wuma alternativa promissora e eficiente relativamente aos
procedimentos morosos de otimiza¢ao univariada.

No que diz respeito aos métodos empregados na sintese de MIPs, a
polimerizagdo pelo método “bulk” tem sido a mais utilizada em virtude da
simplicidade de sua execucao [Qiao et al., 2006]. Nesta, a polimerizacdo é
realizada em um sistema homogéneo onde todos os reagentes (mondmero,
analito, solvente, reagente de ligacdo cruzada e iniciador radicalar) sdo misturados
em uma ampola e as reag¢des ocorrem sob atmosfera de argdnio ou de nitrogénio,
uma vez que a presenga de oxigénio retarda a formacdo de radicais livres
[Cormack; Elorza 2004]. Ap6és a mistura de todos os reagentes envolvidos, a
ampola é selada e aquecida (ou foto-irradiada) durante um determinado intervalo
de tempo (cerca de 24h). O bloco polimérico formado € entédo triturado até a
granulometria desejada, a qual é obtida pelo emprego de peneiras de malhas
especificas. Sinteses mais complexas compreendem a formacao de esferas de
polimeros impressos por expansao em multi-etapas (do inglés- “multi-step
swelling”) [Haginaka; Kagawa, 2002], por suspensdo [Pang et al., 2005], por
precipitacéo [Li; Stover, 2000], sobre superficies modificadas de suportes solidos
[Quaglia et al.,2001] ou ainda nos poros de sélidos como silica e resinas [Plunkett;
Arnald,1995; Yilmaz et al.,2002]. Suas vantagens e desvantagens tém sido
amplamente discutidas [Ye; Mosbach, 2001; Whitcombe; Vulfson, 2001;
Alexander, 2006; Spivak, 2005; Cormack; Elorza 2004; Ansell, 2005]

O mecanismo na reacao via formacao de radicais livres, empregado na
polimerizagdo em “bulk”, € constituido de trés etapas distintas [Sellergren; Hall,
2001]. A primeira etapa consiste na formacao de radicais livres pela quebra da

molécula do iniciador radicalar (Figura 2); a segunda etapa (propagacao) segue
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com a subsequente transferéncia de radicais livres para o reagente de ligagao
cruzada, ligando os monémeros e, por fim, a Ultima etapa se constitui no término

da sintese quando toda a cadeia polimérica esta formada [Ye; Mosbach, 2001].
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Figura 2. Polimerizacao via radical livre do monémero funcional acido metacrilico
com 2,2- azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador radicalar. Fonte : Sellerger e
Hall. 2001.

A sintese dos polimeros deve ser realizada especificamente para cada
substancia de interresse, uma vez que as cavidades sdo dependentes da
estrutura tridimensional da molécula usada como molde, como ja enfatizado.
Estas cavidades sao formadas por meio de ligagcdes quimicas entre o analito e o
monémero funcional [Qiao et al.,2006] e estas ligacdes sdo o principio da
impressao molecular no polimero, o qual pode apresentar ligacdes covalentes
reversiveis, ligagdes ndo-covalentes, ligacdes eletrostaticas ou de van der Waals
ou ainda, por meio de interagdes com o nucleo de um metal [Tarley, Sotomayor,

Kubota,2005].

Quando os MIPs sao formados por ligacdes covalentes, observa-se uma

maior dificuldade em se retirar o0 molde apds a polimerizacdo. Isto se deve a
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natureza destas ligagdes, que sao consideradas liga¢oes fortes. Devido a isto, 0s
sitios de ligacao geralmente ficam indisponiveis apds a retirada do molde. Novas
ligagbes sao estabelecidas, inativando as cavidades anteriormente formadas.
Outro inconveniente € o numero limitado de moléculas compativeis com essa
metodologia, a qual pode ser empregada somente para moléculas pertencentes a
classe dos élcoois, aldeidos, cetonas, aminas ou acidos carboxilicos [Whitcombe;
Vulfson, 2001].

Desde a sua concepgdo, a impressao nao-covalente [Spivak, 2005], que
explora ligagdes ndo-covalentes entre o mondémero funcional e a molécula molde
[Ekberg; Mosbach, 2001], tem sido a mais estudada e mais aplicada. Isto se deve
a versatilidade das interagbes nao-covalentes formadas, tais como pontes de
hidrogénio e ligagbes idnicas (ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e
dipolo induzido - dipolo induzido) [Whitcombe; Vulfson, 2001]. Além disto, a
cinética de ligacao é bastante rapida e a quebra das ligacdes para a retirada do
molde é realizada de maneira simples. Algumas limitagcdes, no entanto, tém sido
observadas quanto a formacao heterogénea dos sitios de ligagcdo que se da em
funcéo da natureza fraca das ligagdes ndo-covalentes [Ye; Mosbach, 2001].

Para contornar as limitagdes oriundas das impressdes covalentes e nao-
covalentes, um procedimento que associa as caracteristicas vantajosas de ambas
as impressdoes foi desenvolvido sendo denominado “sacrificial spacer”
[Whitcombe; Vulfson, 2001]. Esse procedimento utiliza um mon6mero funcional
que se liga a molécula molde por meio de ligacbes covalentes, mas que €
facilmente retirado por clivagem hidrolitica, liberando CO, apds a polimerizagéao.
Os grupos remanescentes no sitio formado apds a hidrdlise sédo capazes de se

religar a molécula molde por meio de interagbes nao-covalentes. Assim, as
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interacdes covalentes entre o mondémero funcional e a molécula molde sé ocorrem
na etapa de sintese, possibilitando ligagcbes de carater ndo-covalente para as
cavidades de reconhecimento molecular impressas no polimero.

Dentre todas as etapas envolvidas no preparo e no emprego de MIPs, a
caracterizacao dos polimeros apds a sintese €, sem duvida, aquela mais dificil de
ser realizada, uma vez que 0s processos de impressao sao realizados em nivel
molecular e os polimeros formados sdo insoluveis [Cormack; Elorza, 2004]. A
caracterizacdo quimica pode envolver micro andlise elementar de carbono,
hidrogénio, nitrogénio, cloro, etc, porém este método permite apenas a verificagao
de co-polimeros, mas ndo permite a determinagdo de pequenas quantidades das
moléculas molde. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
também pode ser explorada para verificacdo de ligagdes quimicas nos MIPs
[Cormack; Elorza, 2004]. Para a caracterizagdo morfologica, onde se verifica o
tamanho e a quantidade dos poros distribuidos na area superficial, técnicas como
porosimetria com sorcao de nitrogénio, experimentos com solventes e microscopia
por varredura eletrénica podem ser empregados [Sellergren; Hall, 2001]. Porém, o
reconhecimento molecular do analito pelos MIPs foi considerado por muito tempo
como um dos parametros mais dificeis de ser verificado. No entanto, em recentes
trabalhos envolvendo ressonancia magnética nuclear, foi possivel verificar a
formacao de ligagbes dos mondmeros funcionais ao redor da molécula molde
[Yoshida et al., 2000]. Estudos envolvendo espectrofotometria no UV-Vis e
diferencas de temperatura na eluicio em HPLC (avaliacdo termodinamica)
também tem sido relatados [Lu et al., 2003].

A automacdo destes processos se torna um importante aliado a

simplicidade e robustez. Consequentemente, novos equipamentos para este fim
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tem sido desenvolvidos [Takeuchi et al., 1999; Villoslada; Takeuchi, 2005]. Nestes,
mini-MIPs sao formados in situ por meio do emprego de sistemas semi-
automaticos dotados de programas computacionais com andlise combinatéria
para variagcao dos parametros e realizacao das etapas de sintese. Esta estratégia
permite uma selecdo dos polimeros formados antes de serem usados como
extratores em fase soélida, o que minimiza a duragdo e os custos da sintese,
gerando ainda bibliotecas virtuais com os resultados obtidos pelas variagcdes das
substancias interdependentes usadas na sintese. A mecanizagao nesta etapa tem
se apresentado promissora, principalmente visando a fabricacdo de MIPs
comerciais.

A automacao tem demonstrado outros beneficios quanto ao emprego de
MIPs como extratores de fase sdlida. A implementacdo de SPE em sistemas de
andlises em fluxo é amplamente recomendada quando se necessita uma eficiente
separacdo/ concentracdao do analito e ao mesmo tempo um tratamento da
amostra, sendo exemplificada nas mais diversas matrizes através de diferentes
extratores em fase sélida [Tarley; Arruda, 2005; Silva et al., 1998; Pereira, 2004].
Uma das ferramentas analiticas que permite essa flexibilidade consiste nos
sistemas de analises em fluxo.

O sistema de analises em fluxo é um excelente gerenciador de solugées, o
que facilta a consecucdo das etapas de separagdao/ concentragao,
condicionamento e eluicdo, possibilitando o controle total dos procedimentos
analiticos envolvidos, a minimizacdo no consumo de reagentes (eventualmente
toxicos), 0 aumento da frequéncia analitica e uma maior flexibilidade operacional.
A possibilidade de se aplicar diferentes substratos solidos para SPE em linha

torna este sistema bastante eficaz para a implementacédo de MIPs [Murray, 2001].
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A exploragédo de MIP-SPE nestes sistemas ainda & escassa e, geralmente, as
etapas de condicionamento do polimero e de separagcédo/ concentracdo dos
analitos sdao usualmente realizadas de maneira manual pelo analista, sendo
apenas a etapa de eluicéo e transporte ao detector realizado em linha.
Considerando-se as caracteristicas favoraveis do emprego de MIPs, e
aquelas dos analisadores em fluxo, pode-se inferir que a unido destas duas

estratégias se afigura como promissora.

2.3. MIPs em sistemas de analises em fluxo.

A extracdo em fase sélida € uma das estratégias mais empregadas quando
a amostra apresenta analitos em baixas concentracées e complexidade de matriz.
Sua ampla utilizagdo pode ser confirmada pelo grande numero de artigos
publicados e aplicagdes nas mais diversas areas (4901 artigos segundo pesquisa
na Web of Science, 2008). A versatilidade desta estratégia esta relacionada aos
diferentes materiais que compdéem a fase sdélida e a sua aplicabilidade
relativamente ao sistema de deteccdo. De acordo com o objetivo da analise
quimica, a extracdo em fase sélida pode apenas separar ou concentrar o analito,
reter as espécies quimicas interferentes ou “limpar” a amostra por meio de
processos separativos como, por exemplo, a exclusao por tamanho. Geralmente a
“limpeza” da amostra ocorre simultaneamente com outro processo, uma vez que a
amostra é obrigatoriamente “filtrada” quando atravessa uma fase sélida.

Este processo remonta ao inicio dos anos 50, quando surgiu a
necessidade de se obter uma amostra mais “limpa” para analises em sistemas de
deteccao com pouca seletividade ou, ainda, a necessidade da concentragdao do

analito para técnicas de deteccao de baixa sensibilidade [Liska, 2000]. SPE teve
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inicio na separagdo de compostos organicos de amostras de aguas por
membranas poliméricas [Dressler, 1979] e, desde entédo, o aperfeicoamento desta
estratégia tem sido crescente, principalmente com relacdo ao preparo de amostras
[Liska, 2000].

Dentre as diversas aplicagdes da SPE podem ser citadas: retirada de
matéria organica de amostra de aguas previamente a separagcao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia [Liska; Krupcik; Leclercq, 1989], separacao
e/ou concentragdo de espécies quimicas para melhoria em seletividade e
sensibilidade na deteccdo espectrofotométrica [Lobinski; Marczenko, 1992],
separagdo de impurezas em baixos teores [Keil; Dahmen; Volmer, 1999], etc.
Dependendo do procedimento analitico envolvido, os materiais para extracdo em
fase solida podem ser incorporados dentro de mini-colunas [Poole; 2003], em
membranas [Hauser; Litten,1994], em discos [Pons; Forteza; Cerda, 2005], nas
paredes de tubos [Anthemidis; Zachariadis; Stratis, 2001], em microesferas
renovaveis [Wang; Chen; Wang, 2006] ou em cartuchos [Masque; Marce; Borrrull,
2001]. Estes materiais sdo geralmente acomodados em mini-colunas, as quais
séo inseridas antes do detector ou de outro componente do processo analitico.
Estas mini-colunas podem ser constituidas de vidro, tubos de polietileno, acrilico
ou até acgo inox, dependendo da sua aplicacao [Camel, 2003].

SPE pode ser realizada manualmente inserindo-se o material da fase sélida
em seringas, de modo a se obter um preenchimento eficaz das colunas sem
espacos vazios. As solugcbes sdao entdo aspiradas ou inseridas na seringa, de
modo a passarem homogeneamente pela fase sélida. As etapas de retencéo e
eluicdo sao realizadas por diferengas na constituigdo ou na concentragdo das

solugdes que fluem através da mini-coluna, e compreendem basicamente quatro
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etapas, como ilustrado na Figura 3: a) condicionamento e lavagem da coluna
(passagem de uma solugcdo que prepara a fase sdélida para a extragédo); b)
passagem da amostra pela coluna para retencdo do analito ou dos interferentes
em potencial; ¢) lavagem da coluna (retirada do excesso de amostra e/ou
interferentes matriciais); d) eluicdo (passagem da solucao eluente que retira o
analito ou interferentes. Apds a etapa de eluigédo, o ciclo se inicia inserindo-se a
solucédo de recondicionamento, 0 que torna o material da coluna pronto para ser

novamente empregado.

Figura 3. Etapas para extracao em fase solida (manual). As etapas a, b, c, d
representam as etapas de condicionamento da coluna, passagem da amostra, lavagem
da coluna e elui¢cdo do analito, respectivamente.

Limitacbes na SPE manual estdo relacionadas com a ineficiéncia no
preenchimento da coluna, diferencas na vazao e conseqlientemente na pressao
exercida durante a eluicdo ou retencéo, grande volume usado na lavagem, dentre
outras. Cartuchos disponiveis comercilmente podem ainda ser usados, porém
estes apresentam um tempo de vida util relativamente baixo [Camel, 2003].

Com a automagdo da quimica analitica e conseqlentemente a
mecanizagdo das etapas do processo analitico, muitos sistemas foram
desenvolvidos objetivando simplicidade e rapidez nas analises quimicas. Um dos

principais sistemas automatizados desenvolvidos para a melhoria e simplificacdo
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das analises quimicas foi o sistema de analises por injecdo em fluxo [Ruzicka;
Hansen, 1975]. Neste sistema, as solugbes reagentes sdo conduzidas no interior
de tubos de pequeno didmetro interno e posteriormente misturadas a amostra no
decorrer de um percurso analitico sendo, o produto resultante da reacéo,
monitorado em um detector. Este sistema é simples, eficiente e aplicavel a muitos
detectores. O sistema de analises em fluxo se desenvolveu a partir da
necessidade de um maior gerenciamento das etapas analiticas e complexidade
das metodologias, gerando o sistema de analises por injecdo sequencial [Ruzicka;
Marshall, 1990] e o sistema explorando multi-comutagéo [Reis et al., 1994]. Estes
sistemas permitiram, por meio de componentes comutadores, uma maior
flexibilidade no direcionamento das solugdes envolvidas (reagentes e amostra), e
uma maior versatilidade nos modulos de analises. Assim, procedimentos
envolvendo o preparo de amostra, o desenvolvimento de rea¢des quimicas e a
deteccao do analito puderam ser conduzidos em um Unico sistema de analises em
fluxo. Diversas estratégias de preparo de amostra [Fang, 1999; Arruda, 2007] e
técnicas de deteccao [Wang; Hansen, 2005] tem sido exploradas, resultando em
sistemas simples e rapidos, o que tornou estes sistemas excelentes ferramentas
analiticas nos dias atuais.

A extracdao em fase solida tem sido amplamente explorada nos sistema de
andlises em fluxo [Zagatto; Dias, 2006] implementando-se mini-colunas
empacotadas com materiais sélidos nos modulos de andlise. Esta estratégia tem
sido considerada primordial quando ha a necessidade de um tratamento prévio da
amostra antes da deteccdo, como filtragdo, concentragdo do(s) analito(s) ou
separacao de interferentes. SPE se tornou mais rapida, mais simples e eficiente,

ja que todas as condigbes sdo otimizadas e reprodutiveis. As mesmas etapas
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envolvidas na SPE manual s&o realizadas na SPE em linha; entretanto, a mini-
coluna possui dimensdes menores, 0 que resulta em menor massa de fase soélida.
A eficiéncia da SPE em linha é dependente da vazdo e da constituicdo das
solugcbes envolvidas, da geometria da mini-coluna e, principalmente, do
empacotamento da fase sélida. Limitagdes como variagbes na pressao
hidrodindmica da coluna e do sistema, caminhos preferenciais do fluxo, efeitos de
expansao das particulas na coluna, dentre outras, podem ser ocasionadas pela
falta de eficicia na etapa de preenchimento, ou mesmo de operagdo da mini-
coluna [Zagatto; Dias, 2006].

A composi¢do da amostra e, principalmente, do material sélido empregado
como extrator se constituem no principal fator de eficiéncia em SPE. Os materiais
mais empregados em colunas empacotadas para SPE em linha sdo as resinas
poliméricas de troca-idnica [Schieffer; Wheeler; Cimino, 1984] e cartuchos C-18 de
silica [Mottaleb; Abedin; Islam, 2003], mas alternativas Uteis como as espumas de
poliuretano [de Jesus et al.; 1998; Lemos et al., 2005], filtros de cigarro [Yan; Li;
Jiang, 2003], discos extratores [Cerda; Estela,2005], fibras ou tiras de PTFE
[Zachariadis et al.,2002; Wang et al,2004], fulereno (C-60) [Silva et al.,1998],
casca de arroz [Tarley; Ferreira; Arruda, 2004] tem sido propostas. Novos
materiais tém sido estudados e aplicados, sempre objetivando uma elevada
eficiéncia na retencao dos compostos de interesse [Liska, 2000; Camel, 2003;
Poole, 2003].

A eficiéncia na retencdo de um analito em fase sélida envolve processos
fisico-quimicos, como a troca de céations ou anions em coluna de troca idnica,
adsor¢cdo de metais por reagentes complexantes especificos impregnados no

material sélido, sor¢ao de espécies quimicas em um adsorvente sélido, etc.
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O desenvolvimento de técnicas de separagdo/ concentragdo em sistemas
de analises em fluxo € uma extensédo logica que complementa o advento dos
sistemas de analises por injecdo em fluxo [Fang, 1993]. Os métodos de
separacdo/ concentracdo nestes sistemas exibem algumas caracteristicas
favoraveis quando comparados aos métodos manuais. Em geral eles apresentam
uma maior eficiéncia no processamento das amostras e, consequentemente,
menor tempo operacional, menor consumo de amostra e reagente, maior
reprodutibilidade analitica, menor possibilidade de contaminagédo, possivel
melhora em seletividade, dentre outras caracteristicas [Fang, 1993].

Apesar de os sistemas de andlises em fluxo ja terem sido amplamente
empregados em conjunto com técnicas de separagdo/ concentragcdo sua
associagcao com MIPs é recente.

A exploracdo de SPE nos analisadores em fluxo faz uso de mini-colunas
preenchidas com o material soélido especifico para a separagao/ concentracao do
analito. Com relagdo aos MIPs, o mesmo procedimento pode ser utilizado,
preenchendo-se a mini-coluna com o polimero triturado e peneirado com
granulometria desejada. Como alternativa para a implementacdo de MIPs em
analisadores em fluxo, pode-se optar, ainda, pela sua exploracdo como sensores
Opticos (do inglés “optotrodo”) em mini-colunas ou celas de fluxo que séao
preenchidas por MIPs e inseridas no sistema de deteccao [Henry; Cullen; Piletsky,
2005; Alexander et al., 2006].

As primeiras aplicagdes de MIP como sensor éptico foram descritas para
determinagdo amperométrica de morfina [Kriz; Mosbach,1995] e aminoacidos [Kriz
et al.,, 1995] empregando moldes impressos em agarose e em fibras Opticas

respectivamente. As vantagens observadas no uso de MIPs como sensores
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associada a robustez dos sistemas de analises por injecdo em fluxo foram
enfatizadas nos referidos trabalhos.

Apsesar de o emprego de MIPs empacotados dentro de celas de fluxo
como extratores de fase solida em linha ter sido amplamente relatado, as medidas
de transmitancia sdo, no entanto, dificultadas devido a limitacbes como
transparéncia, uniformidade e estabilidade mecénica das particulas. Neste
contexto, deteccbes piezo-elétricas e/ou fotoquimicas (e.g. quimio e
bioluminescente, fluorimétricas) tém sido preferidas. Estas técnicas sao mais
compativeis com a acomodagdo de polimeros impressos dentro das celas de
fluxo. Em geral, o reagente € injetado ao invés da amostra devido a instabilidade e
rapida decomposicdo quimica dos reagentes envolvidos nas reagdes
fotoquimicas.

Um dos primeiros sistemas de andlises em fluxo aplicando MIP como
sensor 6ptico em linha foi empregado na determinacao fluorimétrica de flavonol
em Oleo de oliva [Suarez-Rodriguez; Diaz-Garcia, 2000]. Esta substancia foi
selecionada tanto por sua importancia nos alimentos quanto pela sua capacidade
de emitir fluorescéncia (elétrons © do anel aromatico). O sistema era bem simples
e apresentava apenas uma linha de fluxo. A amostra (150 uL) era inserida em um
fluxo transportador constituido pela mistura de hexano/ cloroférmio (70:30 v/v) e
conduzida até a cubeta de fluxo (25 uL) empacotada com 20 mg de MIP. Foram
realizados experimentos envolvendo variagbes na polaridade da solugéao
transportadora, avaliacées referentes a sintese do polimero e a preparacao do
sensor, bem como a capacidade de distincao entre outros flavonodides bastante
similares ao analito. O “sensor fluorescente” proposto permitiu a obtencao de

resultados com boa reprodutibilidade, demonstrando também a viabilidade na
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determinacdo de flavonol em amostras hidrofébicas sem nenhum tratamento
prévio. Limitagdes quanto a cavidades vazias que nao interagiam com o analito e
consequentemente ndao emitiam fluorescéncia foram também relatadas. Com o
objetivo de maximizar o reconhecimento molecular, 0 mesmo grupo de pesquisa
estudou a sintese de um MIPs para determinacao de cloranfenicol (um antibiético
de amplo espectro) empregando cinco diferentes mondémeros funcionais [Suarez-
Rodriguez; Diaz-Garcia, 2001]. Primeiramente os MIPs foram preparados e
empregados como fase estacionaria em sistema HPLC de maneira a selecionar o
MIP com melhor reconhecimento molecular para o analito. Apoés esta etapa, um
sistema de andlises em fluxo em linha Unica foi projetado e conectado a cubeta de
fluxo empacotada com o respectivo MIP. Um marcador fluorescente foi adicionado
ao fluxo transportador com o objetivo de avaliar a capacidade de saturagdao dos
sitios de ligagao. A vazao do sistema se mostrou como um importante parametro
no reconhecimento molecular, uma vez que altas vazdes prejudicavam a eficiéncia
de interacao entre o analito e os sitios de ligacdo e vazdes baixas comprometiam
a freqiéncia analitica. Em virtude disto, 0,25 mL min™ foi selecionado resultando
em uma frequéncia analitica de seis amostras por hora. Para se evitar uma
excessiva pressao hidrodindmica na cubeta de fluxo, a bomba peristéltica foi
colocada depois do sistema de deteccao de maneira a aspirar as solucoes.
Grande parte dos trabalhos envolvendo MIPs como “sensores épticos” em
linha empregam detecgdo quimioluminométrica. Estudos iniciais sobre a
preparagdo de polimeros com propriedades quimioluminescentes foram
conduzidos por Lin e Yamada [Lin; Yamada, 2000] para determinagéo de dansil-L-
fenilalanina. O método explorava a reagédo de decomposi¢ao do peroximonosulfato

de potassio (KHSOs) em presenca de Co?* e dos compostos dansil e pireno. Um
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sistema de anadlises em fluxo foi projetado para a consecugdo da reacdo. Neste,
um volume fixo de amostra (100 pL) era inserido em uma mini-coluna localizada
em frente a um tubo fotomultiplicador. Apds a passagem da amostra pela coluna,
um fluxo de agua era empregado para retirar 0 excesso de amostra do polimero.
Uma mistura contendo KHSOs/ CoSO,4 passava entdo pela mini-coluna, onde
reagia com a fenilalanina, previamente aderida, gerando a emissao
quimioluminescente. A coluna era novamente condicionada deixando as
cavidades poliméricas disponiveis para a préxima amostra. Um aspecto decisivo
para o bom desempenho do método foi a otimizagdo do tempo de limpeza da
coluna. Os autores observaram que, quando o tempo de limpeza era longo,
perdas do analito eram notadas. No entanto, a duracdo da etapa de limpeza da
coluna deveria ser suficiente para a retirada dos possiveis interferentes que
também se aderiam ao polimero. Um intervalo de tempo de 4 minutos foi entéo
fixado.

Um MIP foi proposto ainda por Lin e Yamada [Lin; Yamada, 2001] visando
avaliar a habilidade de reconhecimento da 1,10-fenantrolina e sua atividade
catalitica. A reacéo tinha inicio com a formacao do ion radical superoxido pela
decomposicdao do peréxido de hidrogénio. Este radical reagia com 1,10-
fenantrolina emitindo um sinal quimioluminescente. No sistema de andlises em
fluxo, um MIP formado pelo complexo ternario entre 4-vinilpiridina - Cu(ll)- 1,10-
fenantrolina na proporc¢ao de 2:1:1 (mol /mol /mol) foi empacotado dentro de uma
mini-coluna localizada ao lado de uma valvula fotomultiplicadora. Estudos acerca
do reconhecimento molecular e da decomposicdo da molécula molde foram
realizados. No entanto, limitagdes foram observadas com relagdo a sintese do

MIP com reagentes quimioluminescentes, bem como a decomposi¢cao incompleta
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da molécula molde impressa no polimero e a necessidade de sucessivas e
elaboradas etapas de limpezas. Em fungdo destas desvantagens, sistemas
alternativos envolvendo o desenvolvimento de reagcdes quimicas previamente ao
sensor polimérico foram propostas.

Uma vez que os sistemas de andlises por injecao em fluxo apresentam
como caracteristicas uma maior flexibilidade e uma janela de tempo reprodutivel,
as reacdes podem ocorrer antes do “sensor” polimérico (MIP-sensor). Isto foi
demonstrado na determinacdo quimioluminométrica de epinefrina um importante
transmissor neural [Du; Shen; Lu, 2003]. Neste, 50,0 mg do MIP de epinefrina foi
empacotado em uma mini-coluna (4,0 mm d.i. x 5 cm comprimento), conectada ao
sistema de analises por injecdo em fluxo. Inicialmente a amostra era inserida
continuamente para retencado do analito no MIP, depois a bomba peristéltica era
desligada e, através do acionamento de uma segunda bomba peristaltica, um
fluxo de agua passava pela mini-coluna para remocao da amostra residual nao
ligada. Uma solugdo composta por luminol e hexacianoferrato (II) de potassio era
imediatamente inserida no percurso analitico e transportada para a mini-coluna
onde reagia com a epinefrina ja ligada ao polimero. Um sinal quimioluminescente
proporcional a concentracao do analito ligado era entdo monitorado. O método foi
validado para amostras de soro sanglineo e apresentou boa seletividade e
nenhuma deterioracdo do polimero impresso durante a deteccdo. Esta estratégia
possibilitou a exploracao de diversas reagcdes quimioluminométricas envolvendo
MIPs como “sensores 6pticos” em linha, demonstradas pela determinacdo dos
farmacos clenbuterol [Zhou et al., 2004], salbutamol [Zhou et al., 2005],

norfloxacina [ He et. al. 2005], brucina [Liu et al., 2005], indometacin [Nie et al.,
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2005], tetraciclina [Xiong et al., 2006a], hidralazina [Xiong et al., 2006b], e
isoniazida [Xiong et al., 2007].

Uma nova alternativa para o reconhecimento molecular de anticorpos
empregando ELISA foi proposta por Surugiu e colaboradores (2001) empregando
MIP imobilizado com acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) [Surugiu et al., 2001].
Neste, um filme polimérico foi formado em volta de um capilar de vidro o qual foi
acoplado em um sistema de analise por injecdo em fluxo em frente a um tubo
fotomutiplicador. O analito impregnado no MIP reagia com a enzima Tabacco
peroxidase e luminol gerando um sinal quimioluminescente proporcional ao teor
de 2,4-D na amostra. A automacao possibilitou 0 emprego de um maior volume
de amostra bem como o monitoramento de varias mini-colunas, acopladas
simultdnea ou sequencialmente.

Dificuldades no preparo de MIPs em pequenas superficies e em conseguir
um maior reconhecimento molecular sao talvez as principais razées do porque
MIPs sao usualmente colocados fora do detector. Neste sentido, a determinacao
fluorimétrica indireta de aluminio foi possivel pela interacdo com o reagente Morin
o qual foi empregado como molécula molde no preparo de MIP [Al-Kiady; Badia;
Diaz-Garcia, 2002]. Um sinal fluorescente foi obtido pela insercao de 500 uL de
amostra em um fluxo transportador com vazao de 0,45 mL min™ o qual passava
por uma mini-coluna acoplada no percurso analitico. A vazao foi um importante
parametro, uma vez que um compromisso entre a aderéncia do aluminio no
polimero e as etapas de eluicdo e amostragem era almejado. As condicdes
experimentais foram otimizadas visando uma melhor sensibilidade com minimo
tempo de residéncia. Parametros como pH e forga ibnica influenciaram nas etapas

de eluicdo e ligacdo do analito no polimero. Para um melhor reconhecimento
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molecular, as amostras e as solugbes-padrdo foram preparadas em acetonitrila.
Problemas associados com o indice de refragdo foram, entdo, contornados.

A viabilidade do uso de MIP com fosforescéncia a temperatura ambiente foi
demonstrada na determinagédo de fluoranteno em amostras de agua [Sanchez-
Barragan et al., 2005]. A impressao de um atomo pesado permitiu a inducédo de
fosforescéncia a temperatura ambiente através da liberagdo de oxigénio pelo
analito adsorvido nos MIP. Um MIP nao-covalente foi preparado empregando
tetra-iodo-bisfenol A como um precursor polimérico e fluoranteno foi empregado
como molde. As particulas de MIP foram empacotadas dentro de uma cubeta de
fluxo onde uma solugéo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) ou de
acetonitrila (solugéo regeneradora) era inserida em um fluxo transportador (dgua)
por meio do acionamento de duas valvulas de injecdo de seis vias. Um
procedimento semelhante foi proposto por Salinas-Castillo e colaboradores (2005)
para a determinagdo de fluoranteno [Salinas-Castilho, et al., 2005]. Esta
determinagdo apresentou boa seletividade e baixo limite de deteccdo sendo
facilmente adaptada para a determinacao de outros HPAs.

Uma vez que HPAs apresentam um comportamento luminescente muito
similar entre si, um sensor éptico seletivo para determinacao de benzo(a)pireno
(BaP) em amostras de agua, usando MIP para o reconhecimento do analito foi
desenvolvido [Traviesa-Alvarez et al., 2007]. A deteccao foi baseada na intensa
emissao fosforescente do analito a temperatura ambiente. Um MIP nao covalente
foi sintetizado usando BaP como molécula molde. Diferentes compostos de
halogenato difenol A foram avaliados como precursores na polimerizagdo, 0s
quais possibilitavam a impressao de um atomo pesado, requerido para indugéo de

fosforescéncia do analito a temperatura ambiente no MIP. O tamanho das
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particulas poliméricas foi avaliado entre 80 e 300 um e melhores resultados foram
obtidos quando particulas entre 200 - 250 ym eram empregadas. Observou-se
que, quando particulas de diametros reduzidos eram utilizadas, a eficiéncia de
regeneracdo do polimero para a amostra seguinte era comprometida € um
aumento na pressao hidrodindmica do sistema de analises em fluxo era notado.
Melhor seletividade foi alcancada com relacao as principais espécies interferentes
e o sistema de analises em fluxo forneceu resultados concordantes com os
procedimentos manuais. Além disso, MIPs sol-gel para naficilina foram
sintetizados e empacotados em celas de fluxo [Guardia; Badia; Diaz-Garcia, 2006;
Guardia; Badia; Diaz-Garcia, 2007]. A estratégia apresentou baixa reatividade
para antibiéticos similares mesmo em um regime de fluxo constante, com rapida e
eficiente interagédo entre o analito e os sitios de reconhecimento envolvidos. Uma
quantidade de naficilina foi adicionada a amostra de leite desnatado e
recuperacdes entre 97 e 106 % foram obtidas, sendo o limite de detecgao
estimado como 3,3 x 10° mol L™

Uma vez que uma reducao no tempo de analise € um menor consumo de
reagentes sdo caracteristicas almejadas, sistemas miniaturizados de analise por
injecao em fluxo tém sido propostos. Neste contexto, Zang e colaboradores (2005)
descreveram o emprego de um sistema de andlises em fluxo em um “chip”
empregando uma micro-coluna polimérica para determinacdo de clenbuterol
[Zhang et al., 2005] . Para a fabricagdo do sistema, microcanais foram
confeccionados em um “chip” de polimetil metacrilato com auxilio de um feixe de
laser. O MIP sintetizado foi acomodado em uma cela de fluxo posicionada em
frente a um tubo fotomutiplicador. A reacdo entre o analito, permanganato de

potassio, formaldeido e uma mistura de polifosfato e Tween 20 foi empregada
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para avaliacdo do polimero. Verificou-se que o sensor apresentava alta
seletividade e sensibilidade, podendo ser empregado para determinagao
quantitativa de tragos de clenbuteron (ng mL™") em urina de animais. Nesta mesma
linha de pesquisa, He e colaboradores (2006) descreveram a confeccdo e o
emprego de um MIP-sensor miniaturizado para determinagéo de terbutalina em
soro sanguineo [He et al., 2006a]. A cela do “micro-sensor” foi preenchida com
cerca de 2 mg de MIP. Primeiramente, uma solugéo contendo o analito passava
pelo “micro-sensor”, de maneira a promover a ligagéo entre o MIP e a terbutalina.
ApoOs esta etapa, o “micro-sensor” era limpo para retirada do analito adsorvido em
sitios ndo especificos. Solugdes de luminol e de hexacianoferrato (Il) de potassio
eram entdo inseridas no “micro-sensor”, onde reagiam com a terbutalina ligada
gerando um sinal analitico proporcional a concentracdo desta na amostra.
Parametros como vazao, volume de amostra e reagentes, tempo de limpeza bem
como o tempo de vida do sensor e a seletividade analitica foram avaliados. O
sensor respondeu linearmente na faixa de concentragdo de 8,0 a 100 ng mL™,
permitindo a obtencdo de um limite de deteccdo de 4,0 ng mL™ e de uma boa
seletividade. Ainda neste contexto, um sistema microfluidico integrado a sensores
recobertos com filmes molecularmente impressos foi projetado para determinacao
de colesterol, testosterona e progesterona [Huang et al., 2006]. Os filmes de MIPs
foram sintetizados para cada analito, sendo os sensores alinhados em um
microsistema de andlises em fluxo visando a determinacdo sequencial dos
analitos. A técnica de deteccdo utilizada foi a ressonancia plasmoénica de
superficie (do inglés- surface plasmon resonance - SPR). O sistema empregava
valvulas pneumaticas e bombas miniaturizadas para o transporte de uma

quantidade precisa de amostra pelos multiplos microcanais até a regiao de



36

deteccgao contendo os sensores poliméricos. Uma vez que os sinais analiticos em
SPR sao proporcionais ao numero de moléculas aderidas ao MIP, a vazdo se
afigurou como um importante parametro a ser controlado, e esta influenciava na
quantidade de moléculas retidas no polimero. O sistema possibilitou a
determinagdo de moléculas com alta sensibilidade, seletividade e com minimo
consumo de amostra quando comparado a SPR .

Com relagdo ao emprego de MIPs em processos envolvendo sensores
piezoelétricos, Ebarvia e colaboradores (2004) propuseram um sistema de
andlises por injecdo em fluxo para determinacao de cafeina empregando sensor
de cristal de quartzo recoberto com filme polimérico [Ebarvia; Binag; Sevilla Il
2004]. O sensor foi fabricado com uma mistura de MIP (previamente preparado e
macerado), cloreto de polivinil (PVC) e tetrahidrofurano. Uma pequena aliquota
desta mistura (10 uL) foi gotejada no centro do eletrodo e espalhada para a
formacado de um filme. No sistema, a amostra aspirada em linha Unica passava
pelo sensor onde o analito se ligava as cavidades tridimensionais do MIP
causando mudangas na frequéncia ressonante do cristal, proporcional a
concentracdo de cafeina na amostra. Para obter uma maior estabilidade do
sensor, e consequentemente, melhores resultados, a estratégia de parada da
amostra [Ruzika; Hansen 1988] foi empregada devido a baixa cinética de difusao
e de ligacao da cafeina no MIP. Dez minutos foram suficientes para estabilidade
da freqiéncia o que resulto em uma boa precisdao (d.p.r = 17 %, n = 3). A
sensibilidade do método foi de aproximadamente 24 Hz/ In (mg mL™") sendo o
limite de deteccdo estimado como 3,76 x 10" mg mL". Interferentes em
potencial ndo foram observados, o que demonstra que o MIP foi altamente

seletivo para cafeina, porém o sistema ndo foi empregado em analises de
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amostras reais. Subseqientemente [Ebarvia; Binag; Sevila I, 2005], os autores
descreveram um procedimento de preparo do MIP e do cristal de quartzo
semelhante ao anteriormente descrito, porém com algumas alteracbes na
composicao dos reagentes empregados na formacao do filme polimérico. Ester
policianoacrilato foi empregado no lugar de PVC anteriormente empregado. As
medidas foram feitas utilizando a estratégia de parada da amostra. Quanto ao
desempenho do sensor, observou-se que este era afetado por pardmetros como:
natureza do agente imobilizante, espessura do filme e pH. O método, no entanto,
apresentou uma sensibilidade de 53 Hz/In (mg mL") e um limite de deteccédo
maior (5,9 x 10" mg mL™) que o anteriormente relatado, um melhor desempenho
e uma ampla faixa de aplicacdo (1,0 x 10° - 1,0 mg mL") bem como uma boa
precisdo (d.p.r = 9 %, n = 3). Ainda neste contexto, os autores propuseram a
formacdo de um sensor recoberto por um filme polimérico preparado pela
eletrodeposicao galvanostatica de polipirrol (um polimero condutor) em uma
solugéo tamponada contendo cafeina a temperatura ambiente [Ebarvia; Cabanilla;
Sevilla, 2005]. A polimerizacao eletroquimica foi conduzida empregando-se um
eletrodo de ouro acoplado a um cristal de quartzo(anodo) e a uma barra de
carbono (catodo). Apo6s a polimerizacdo, a cafeina empregada como molde era
removida da matriz polimérica por sucessivas lavagens com agua. O sensor, no
entanto, apresentou um desempenho pior, relativamente aos anteriormente
descritos pelo grupo de pesquisa, tomando-se como base de comparagcdo o
aumento do limite de deteccdo (4,66 x 10° mg mL"'), apesar da maior
sensibilidade (255 Hz/In; mg mL™") obtida. Ainda interferéncias ocasionadas por
compostos com estruturas andlogas a cafeina (teofilina e xantina) foram

observadas. O sensor apresentou um tempo de vida relativamente curto tendo seu
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desempenho comprometido depois de trés mensuragdes. Cabe ressaltar que o
sistema de andlises em fluxo era idéntico aqueles descritos para a mesma
finalidade.

Amostras de extratos café e folhas de cha foram analisadas por um
procedimento similar ao empregado por Ebarvia e colaboradores, utilizando-se um
piezo-sensor modificado [Zougagh; Rios; Valcarcel, 2005]. O sistema de analises
por injecdo em fluxo permitia a separagao e a deteccao de cafeina e empregava,
além do sensor piezelétrico, uma membrana liquida de separagdo conectada a
valvula de injecdo. Primeiramente uma solugdo diluida de acido sulfurico era
inserida no sistema para o estabelecimento da linha base. Apds esta etapa, a
valvula mudava de posi¢cdo e 0,5 mL de amostra eram inseridos e digigidos a
membrana onde ocorria a separacao da cafeina. Esta era entdo transportada para
o sensor onde o sinal analitico era monitorado. Para avaliacao da seletividade do
método, compostos com estruturas similares a cafeina (&cido nicotinico,
trigonelina, acido clorogénico, xantina e teofilina) foram avaliados. Observou-se
que as interferéncias causadas por estas substéncias eram drasticamente
reduzidas quando o “MIP-sensor” era empregado. O método apresentou boa
seletividade e precisao (d.p.r. = 5%, n = 10) sendo linear na faixa de 10 a 1000 ng
mL™". A freqliéncia analitica foi de 4 amostras por hora e o limite de deteccéo, de
5,5ng mL™".

Uma das principais limitagdes dos sensores piezoelétricos envolvendo
filmes de MIPs esta relacionada a estabilidade e controle da espessura do filme
formado. Visando contornar estas limitagdes, Piacham e colaboradores (2005)
propuseram a sintese de um filme ultrafino de MIP diretamente sobre a superficie

do eletrodo, e posteriormente seu emprego em sistema de andlises por injecdo em
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fluxo [Piacham, et al., 2005]. (S)-propanolol foi utilizado como molde. Antes da
polimerizagdo, um foto-iniciador era covalentemente acoplado a uma
monocamada auto-organizada de alcanodiol com terminal carboxilico aderido a
uma superficie de ouro. A superficie previamente tratada foi entdo usada para
promover uma polimerizacdo impressa empregando uma solugdo diluida do
analito, um monémero funcional e um reagente de ligacdo cruzada. Com este
procedimento, foi possivel a obtengcdo de um filme polimérico com 50 nm de
espessura onde deteccao seletiva da molécula molde em um sensor piezelétrico
podia ser facilmente realizada. Quando o sistema de andlises em fluxo foi
utiizado, o sensor apresentou um tempo curto de resposta (<1 min) e uma
separacgao quiral do analito em solugdes aquosas com concentragées maiores que
0,38 mM. Um procedimento semelhante foi descrito por Wu e Syu (2006) na
confeccao de um “MIP-sensor” para separacao e determinacao de bilirrubina [Wu;
Syu, 2006]. Um filme polimérico de 150 nm foi sintetizado sobre o eletrodo de ouro
empregando foto-irradiacdo UV no processo de formacao do MIP. O “sensor” foi
acoplado a um sistema de analises em fluxo, o que possibilitou um menor tempo
de analises com baixo consumo de amostra (100 pL) e de reagentes. O MIP podia
ser reutilizado devido a facilidade na execugao da etapa de recondicionamento. O
“sensor” polimérico também apresentou melhor seletividade para o analito de
interesse na presencga de substancias com estruturas similares a este. Alternativas
de sintese foram desenvolvidas para produg¢ao de MIPs com maior seletividade e
estabilidade mecéanica [Henry; Cullen; Piletsky, 2005].

Preparo de amostras explorando MIP em linha tem sido uma das
aplicagbes mais promissoras relativamente aos sistemas de analises em fluxo.

Diferentemente do uso de MIPs como foto ou piezo sensor, os polimeros
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impressos podem ser explorados como extratores em fase sélida atuando como
absorventes para separagao/ concentracdo do analito ou de interferentes em
potencial. Nesta conjuntura, as espécies sao seletivamente separadas no MIP, e
etapas de limpeza, eluicao e recondicionamento do polimero sdo conduzidas.

A simplicidade da exploracdo simultinea do preparo de amostra e
separacgao / concentracao do analito nos sistemas de andlises em fluxo permitiu o
desenvolvimento de metodologias mais simples relativamente a HPLC.

Neste contexto, um sistema de analises por injecgdo em fluxo foi
desenvolvido para determinacdo de B-estradiol depois da concentracao deste em
uma mini-coluna contendo MIP [Bravo; Fernandez; Durand, 2005]. Inicialmente,
uma aliquota da amostra (500 pL) era inserida na mini-coluna por meio de uma
valvula de injegao para retengdo do analito no MIP. Em seguida, uma solugao
eluente (H.O/acetonitrila 50 % v/v) era empregada para extrair o analito retido.
ApOs esta etapa, a zona de amostra estabelecida era conduzida até o detector,
onde um sinal fluorimétrico, proporcional a concentragcdo de B-estradiol, era
monitorado. Esta abordagem possibilitou a combinagcao de uma instrumentacao
simples e de baixo custo como dos sistemas de andlises em fluxo, a alta
seletividade dos MIPs e a sensibilidade dos detectores fluorimétricos. O método
apresentou menor limite de deteccdo (1,12 pg L") e uma maior freqiiéncia
analitica (10 amostras h™) quando comparado as técnicas cromatograficas.

Um sistema similar foi proposto para separacdo e quantificacao
fluorimétrica de carbaril em aguas de rio [Sanchez- Barragan et al., 2007]. Duas
etapas de eluicao foram empregadas para aumentar a seletividade, e a estratégia
abriu novas possibilidades em relagdo a outros compostos fluorescentes. A

regeneragdo do polimero para subsequientes injecdes da amostra foi facilitada
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pelo sistema de analises em fluxo e o MIP empregado apresentou boa
estabilidade por mais de 4 meses. Detectores eletroquimicos foram também
utilizados para determinacdo de carbaril empregando sistemas de analise por
injecao em fluxo [Hantash et al., 2007]. Estratégias de separacdo / concentracao
foram realizadas com microesferas de MIP empacotadas em uma mini-coluna, a
qual era inserida entre a valvula de injecdo e o detector potenciométrico, um
eletrodo de pH. Depois do reconhecimento molecular, carbaril era eluido e
mudangas nos valores de pH, ocasionados pela desprotonagdo do carbaril em
meio alcalino foram mensuradas. O método foi aplicado a amostras de plasma
sanguineo de ratos e os resultados foram concordantes com aqueles explorando a
metodologia empregada pelo USA Food and Drung Administration (FDA) [US
FDA, 2001]

O sistema de analises em fluxo torna-se particularmente atrativo quando o
desenvolvimento de uma reagao quimica envolvendo a retencao do analito no MIP
€ requerida. Este procedimento é usualmente empregado em
quimioluminescéncia, onde o analito pode ser detectado durante ou apdés a etapa
de eluicdo e a determinagdo de metformina [He et al., 2006] foi empregada para
ilustrar este propédsito. Um sistema versatil foi proposto para consecucao das
etapas de introducédo da amostra, extracdo/ concentracao de metformina e eluicao
com uma mistura de reagentes. A solucdo eluente era composta por espécies
oxidantes (polifosfato cuprico/ peréxido de hidrogénio) que reagiam com o analito
adsorvido no MIP. Os radicais hidroxila formados durante a decomposicao do
analito reagiam entdo com Rodamina B gerando um sinal quimioluminescente. O
sistema proposto se afigurou como uma excelente alternativa para analises de

rotina sendo aplicado a amostras de soro sanguineo.
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Uma valvula de injegdo de oito vias foi utilizada para acomodar uma mini-
coluna empacotada com MIP, na algca de amostragem, para separagdao em linha
de tetraciclina [Xiong et al., 2006a]. Neste sistema, apds a etapa de amostragem,
uma solucao transportadora (acetonitrila / HNOs3, 4:1 v/v) era empregada para
eluicdo da tetraciclina, a qual reagia posteriormente com Ce(IV) e Rodamina B
gerando um sinal quimioluminescente. Efeitos de interferéncia foram observados
na presenca de oxitetraciclina, uma substancia com estrutura andloga a
tetraciclina, os quais foram minimizados empregando-se uma elui¢do intermediaria
com 3% (v/v) de &cido acético. Boas porcentagens de recuperacéo (97 — 107%)
foram obtidas em relagdo a amostras de peixe. Um sistema similar foi empregado
na determinacdo de pazufloxacino em urina humana [Yang et al., 2007]. MIP foi
empacotado em um tubo de vidro. Depois da eluicdo, pazufloxacino reagia com
Ce(lV) e com sulfito de sdédio em uma cubeta de fluxo resultando em um intenso
sinal quimioluminescente.  Substancias similares encontradas na urina nao
interferiram na reacdo, demonstrando que o MIP pode ser empregado como um
extrator seletivo para este analito.

Um sistema de analises em fluxo explorando injetor-comutador para
determinagdo amperométrica de cloroguaiacol em aguas naturais foi proposto por
Tarley e colaboradores em 2006 [Tarley; Segatelli; Kubota, 2006]. O polimero
impresso com este composto foi inserido em uma das vias do injetor-comutador e
apds a etapa de concentracdo, o injetor era comutado e um volume fixo da
solucéao eluente era transportado para a mini-coluna digirindo o analito em direcéao
ao detector. Os principais parametros envolvidos foram otimizados aplicando
fatoriais fracionarios e planejamento Doehlert. O sistema apresentaou um fator de

concentracdo de 110,1. A etapa de limpeza foi limitante para a freqiéncia de
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amostragem, e os resultados demonstraram simplicidade, rapidez, seletividade e
sensibilidade da metodologia proposta.

Reacbes espectrofotométricas pouco seletivas podem ser aplicadas
quando MIPs promovem seletividade ao método. Com isto, procedimentos mais
simples e mais baratos podem ser projetados, como o sistema de analises em
fluxo para a determinagao de catecol explorando uma reagao nao especifica como
a reducdo do permanganato de potassio [Figueiredo et al., 2007]. Valvulas
solendide de trés vias foram usadas para injegdo da amostra e dos reagentes
possibilitando rapidez e completo controle de todas as etapas analiticas. A
separagdo do analito foi realizada através do acoplamento de uma coluna
contendo MIP-catecol ao sistema de analises em fluxo. O sistema compreendia
sete valvulas solendide que gerenciavam a inser¢do de amostra no MIP, as
etapas de limpeza e eluicdo do analito e o desenvolvimento reacional. Uma
solugao 0,01% (m/v) de permanganato de potassio foi empregada como reagente
sendo o Mn (VIl) reduzido a Mn (ll) pelo catecol. A seletividade foi avaliada
relativamente a compostos similares ao catecol, e apenas 4-cloro-3-metilfenol
apresentou interferéncia se ligando também aos sitios do MIP. Limitagdes quanto
a complexidade da matriz (coloracado) foram superadas com a insercao de uma
segunda coluna contendo C-18 juntamente com um NIP sintetizado com &cido
metacrilico. Parametros tais como as vazdes de extragao e eluigdo e comprimento
da bobina reacional foram otimizados bem como a concentragcdo dos reagentes
envolvidos. O método foi comparado com HPLC e diferengas significativas ao
nivel de 95% nao foram encontradas. Boas figuras de mérito foram verificadas,
mostrando que uma reagdo quimica ndo especifica pode ser empregada em

adicao com especificos extratores sélidos. Estratégias mais simples envolvendo
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MIPs para limpeza da amostra ou concentracdo do analito de interesse foram
relatadas para procedimentos em linha com deteccao voltamétrica de pirimicarbe
em aguas [Mena et al., 2002] e de cloranfenicol e sulfametazina em leite [Mena et
al., 2003; Prada et al., 2005].

Um MIP foi desenvolvido empregando ferroprotoporfirina IX (Hemin) e
acido metacrilico como monémeros funcionais e 4-aminofenol como molécula
molde [Santos et al., 2007]. O Hemin localizado nos sitios de ligacdo das
cavidades poliméricas catalisava a reagdo de oxidagdo de 4-aminofenol por
peroxido de hidrogénio. Cerca de 35 mg do polimero foram empacotados em uma
mini-coluna onde os sitios de ligagdo eram ativados passando-se uma solugéo de
perdxido de hidrogénio que oxidava Fe®*" do Hemin para Fe**. As amostras eram
injetadas em um fluxo transportador o qual confluia com uma solugdo de H,O..
Esta mistura passava entéo pelo MIP onde 4-aminofenol sofria oxidagao ativando,
assim os sitios de ligacdo do polimero, resultando em um produto monitorado
amperometricamente. Amostras de aguas de rio foram processadas e boa
seletividade foi obtida em relacdo a outras espécies interferentes. Recuperacdes
entre 96 e 111% foram verificadas. Um importante fator foi a &rea superficial do
MIP e sua porosidade, que foram consideradas mais relevantes do que a
uniformidade e empacotamento das particulas. Pode-se inferir que a natureza
irregular das particulas de MIP torna-se menos relevante quando o polimero tem
uma grande area superficial.

Finalmente, é importante enfatizar que o niumero de aplicagdes envolvendo
MIP como extrator em fase solida em sistemas de andlises em fluxo ainda é
escasso. Devido a limitacdo em seletividade causada pela retencao preferencial

de substancias interferentes com estruturas quimicas e/ ou grupos funcionais
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similares aos do analito, estudos aprofundados com respeito a sintese do
polimero e a formagéao dos sitios de ligacdo devem ser conduzidos, visando a
obtencdo de separacbes mais especificas para espécies de interesse,
especialmente em relacédo a detectores menos seletivos.

Menor custo, portabilidade, simplicidade, rapidez na analise, baixo
consumo de reagentes e amostra dentre outros, sdo caracteristicas atrativas
apresentadas pelos sistemas de analises em fluxo, o que fazem destes sistemas
uma importante alternativa quando comparado aos tradicionais métodos de

separacao em fase sélida muitas vezes empregada.

2.4. Aplicacoes analiticas

2.4.1. Catecol

Catecol (1,2- dihidroxibenzeno) e seus derivados sédo polifenois naturais
que ocorrem amplamente em frutas, vegetais, cha verde, tabaco e em alguns
medicamentos como anti-sépticos. O catecol, também conhecido como
pirocatecol, € um benzenodiol (formula quimica, CgHeO2; Figura 4). Apresenta
como caracteristicas fisico-quimicas: coloragdo branca, com peso molecular de
110.1 g/mol, pontos de fusdo e de ebulicio de 105 °C e de 2455 °C
,respectivamente, solubilidade em agua de 43 @g/100 mL. Os compostos
pertecentes a familia do catecol desempenham fungdes antioxidantes,
antiviréticas, ajudam no florescimento de plantas e também afetam algumas
atividades enzimaticas. Os derivados de catecol podem afetar o sabor de chas e
tabacos, e a qualidade destes produtos pode ser melhorada alterando-se a
concentracao desses compostos fendlicos [Sun et al., 2000]. O catecol é ainda

empregado na industria fotografica, na producao de borracha, de tintas especiais,
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de antioxidantes para borrachas e Oleos lubrificantes, em tingimento, em
formulacdes farmacéuticas, dentre outras [Clayton; Clayton, 1981 apud ESkinja;
Grabari¢; Grabarié, 1995] '2.

Catecol é facilmente absorvido pelo trato gastrintestinal causando vaso
constricdo, degeneracdo dos tubos renais, podendo ainda acarretar uma elevagao
na pressao sanguinea, uma diminuicdo na freqiéncia de pulsacdo e um aumento
na concentracao de acucar no sangue podendo ainda aumentar as chances de
ocorréncia de um cancer ou de doengas neuro degenerativas [Greyson, 1981
apud ESkinja; Grabari¢; Grabari¢, 1994]13. Devido a sua toxicidade, seu
monitoramento é de extrema importancia, uma vez que ele pode causar sérios
efeitos em organismos aquaticos, além de causar alteragbes mutagénicas e

carcinogénicas em seres humanos [Jagetia, Aruna, 1997].

OH

OH

Figura 4: Estrutura molecular do catecol.

Um extrator polimérico baseado na tecnologia de impressdao molecular foi
sintetizado e aplicado na extracao seletiva de catecol em amostras de agua com
subseqliente determinagdo por voltametria de pulso diferencial (do inglés -
“differential pulse voltammetry” - DPV) [Tarley; Kubota, 2005]. Um polimero néo-

covalente foi preparado pelo processo de polimerizagdo em “bulk” usando catecol

2 CLAYTON, G. D.; CLAYTON, F. E. (Ed.) Patty’s industrial hygiene and toxicology. New York:Wiley,1981, vol 2.A
¥ GREYSON, M. (Ed) Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemial Technology. . New York:Wiley,1981, v. 13.
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e 4 - vinilpiridina como molécula molde e monémero funcional, respectivamente. O
efeito das vazdes e de varidveis quimicas associadas ao processo de SPE foram
investigadas e otimizadas através de fatorial fracionario bem como palnejamento
Doehlert. O estudo da seletividade foi realizado, empregando-se solug¢des-padrao
mistas contendo catecol e outros compostos com estruturas quimicas similares a
este (4-cloro-2-metoxifenol, 4-aminofenol, 2-cresol, 2-metoxifenol e 4-cloro-2-
metoxifenol). Realizou-se ainda um estudo definicdo da melhor solucdo de
limpeza a ser empregada e, para isto, metanol, tetrahidrofurano, acetonitrila,
diclorometano e cloroformio foram avaliados, sendo este Ultimo selecionado.
Recuperacdes maiores que 95% foram obtidas na extracdo de catecol em
presenca de compostos fendlicos com estruturas similares, sendo a metodologia
aplicada na determinacdo de catecol em efluentes de industrias de papel e em
aguas naturais. Posteriormente, um sistema de analises em fluxo visando a
determinagdo amperométrica de cloroguaiacol (composto derivado do catecol) em
aguas naturais empregando MIP foi proposto por este mesmo grupo de pesquisa
[Tarley; Segatelli; Kubota, 2006] (ver item 2.3.2).

Ainda neste contexto, a sintese e 0 emprego de um MIP para extragdo em
fase sdélida de catecol visando sua determinacao espectrofotométrica em amostras
de bebidas empregando sistema de analises em fluxo foi proposta por Figueiredo

e colaboradores [Figueiredo et al., 2007] conforme descrito no item 2.3.2.

2.4.2. Acido ascoérbico
Acido ascérbico (AA) comumente chamado de vitamina C é uma substancia
soluvel em agua composta pela mistura de dois enantibmeros, a saber, L e D-AA,

que participa de numerosos eventos bioldgicos e bioquimicos tais como transporte
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de elétrons, hidroxilagdes e catabolismo oxidativo de aminodacidos aromaticos
[Yebra-Biurrun, 2000]. A sua principal funcdo é a hidroxilagdo do colageno, a
proteina fibrilar que da resisténcia aos 0ssos, dentes, tenddes e paredes dos
vasos sanguineos. Além disso, € um poderoso antioxidante, sendo usado para
transformar radicais livres de oxigénio em formas inertes. E também usado na
sintese de algumas moléculas que servem como hormdnios ou
neurotransmissores e auxilia na prevencao do escorbuto, uma doenca que tem
como primeiros sintomas hemorragias nas gengivas, inchago, dores nas
articulagdes, feridas que néo cicatrizam e pouca seguranca na fixagdo dos dentes
e que é provocada por caréncias graves de vitamina C [Wikipedia, 2007].

AA se encontra presente em uma seérie de alimentos (principalmente em
vegetais e frutas) na forma de L-AA (Figura 5), porém apresenta pouca
estabilidade quimica tendo sua atividade diminuida ou até mesmo perdida nos
processos de armazenamento, preparo e cozimento de alimentos. A vitamina C é
ainda altamente sensivel a luz, temperatura, calor, sal, pH, ions metélicos,
oxigénio, enzimas, dentre outros sendo que sua rapida degradacao resulta em
uma limitacdo para uma eficiente determinacdo quantitativa de L e D-acido
ascorbico por métodos convencionais de andlises [Liao et al., 2001].

Acido eritérbico (acido isoascérbico ou D-AA, Figura 5) é um
estereocisbmero do L-AA que difere deste somente na posicdo relativa do
hidrogénio e das hidroxilas no quinto atomo de carbono da molécula. Devido a sua
forte propriedade redutora, o acido eritérbico tem aplicacbes tecnoldgicas
similares ao L-AA como antioxidante soluvel em agua, sendo frequentemente
usado como aditivo em alimentos processados [Fidler et al., 2004]. Entretanto ele

apresenta apenas 80% da bioatividade da forma L-AA [Liao et al., 2001], sendo
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sua atividade antiescorbutica um vigésimo daquela apresentada pelo L-AA [Fidler

et al.,2004].

Figura 5. Estruturas moleculares dos enantiomeros do AA.

Ambos os isébmeros do AA sao frequentemente empregados como
suplemento alimentar na industria de alimentos, bem como antioxidantes. Na
industria farmacéutica e alimenticia, a determinacdo ou o monitoramento da
quantidade de AA total é particularmente importante, sendo que o
desenvolvimento € o emprego de um método simples, rapido, seletivo e
automatico para analises de rotina sdo altamente necessarios [Zenki; Tanishita;
Yokoyama, 2004]. Neste sentido, algumas técnicas analiticas tém sido propostas
para esta determinacao em diferentes matrizes e em diferentes quantidades.
Métodos convencionais podem processar um numero limitado de amostras por
causa do tempo requerido nas etapas de extragcdo, reacédo e analise, como é o
caso do método padrao da AOAC [AOAC, 1995] e o método descrito pela
Farmacopéia Britanica [British Pharmacopeia, 1988]. Outros métodos ainda
apresentam limitagdes quanto ao preparo de amostra e a sensibilidade analitica
[Yebra-Biurrun, 2000]. Neste sentido, os sistemas de analises por injecdo em fluxo
se afiguram como uma excelente ferramenta analitica para minimizar os
problemas relacionados aos métodos manuais de andlise acima mencionados. A

literatura aponta diversos procedimentos de analises em fluxo para determinagao
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de AA [Yebra-Biurrun, 2000], porém, nenhum deles permite a separagao
enantiomérica de AA. Neste contexto, o emprego de MIPs se apresenta como
uma estratégia analitica com grandes potencialidades para separacdo e
quantificacdo dos estereoisobmeros do AA uma vez que, até o hoje, nenhum
trabalho foi relatado com respeito ao uso de MIP para separagdo enantiomérica e

determinagao de AA.

2.4.3. Atrazina

A agricultura utiliza diversos compostos quimicos que atuam como
pesticidas. A atrazina, nome comum do 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina (formula quimica, CgH14CINs; Figura 6) € um composto sintético, registrado
em 1958 pela empresa CIBA-GEIGY. Ela € um herbicida da familia das s-
triazinas, na qual se incluem os compostos que apresentam, na sua estrutura
quimica, um anel aromético hexamérico, simétrico, com trés atomos de carbono e
trés atomos de nitrogénio em posi¢oes alternadas. Apresenta como caracteristicas
fisico-quimicas o fato de ser um sélido branco com ponto de ebulicao entre 171-
174 °C, solubilidade em &gua igual a 33 mg L™ (22°C; pH7) e pressio de vapor de
0,039 mPa (25°C). E encontrada comercialmente com seguintes nomes; Atrazina
Nortox 500SC, Atrazina 500 Coyote, Gesaprim, Herbitrin 500 BR, Posmil,
Primoleo, Proof, Siptran 500 SC, Primaiz, Primestra, Extrazin, Herbimix, Primatop
e Triamex. Este herbicida estd ainda classificado como um agente téxico, um
desregulador hormonal [Friedmann, 2002] e um agente carcinogénico da classe C,
na qual estdo incluidos compostos potencialmente cancerigenos para o homem

[Biradar; Rayburn, 1995].
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Em anos recentes as triazinas tém sido amplamente empregadas para
controle de ervas daninhas em varias culturas, mas devido aos seus residuos
persistentes, as triazinas podem permanecer nestas culturas, resultando em
contaminagcdes ambientais, o que pode ser prejudicial a saude humana. Isto levou
alguns paises a restringirem o uso destes compostos e a estabeleceram limites
maximos para a sua ocorréncia em aguas [Cacho et al.,2003].

A atrazina é um herbicida seletivo utilizado no controle pré e pds-
emergéncia de plantas infestantes de diversas culturas agricolas, nomeadamente
milho, sorgo e cana de agucar [Anvisa, 2008] e, a semelhanga do que se verifica
para outras s-triazinas, atua por inibicdo da fotossintese, em particular ao nivel do
fotossistema IlI, conduzindo ao bloqueio do transporte eletrénico. As plantas
sensiveis a atrazina sofrem clorose (amarelecimento das folhas) oque conduz a
necrose dos tecidos. Nas espécies tolerantes a atrazina, como é o caso do milho,
o herbicida é eficientemente metabolizado a formas nao toxicas [Prade; Huber;
Bieseler, 1998]. O seu uso intensivo e sua mobilidade nos solos tém contribuido
para que este seja um dos pesticidas mais frequentemente detectados em aguas
de superficie e subterraneas, quer na Europa [van Maanen et al., 2001; Cerejeira
et al., 2003] , quer nos Estados Unidos [Boyd, 2000]. No Brasil, a utilizacdo deste
herbicida tem sido muito acentuado, principalmente devido as extensas culturas
de cana-de-agucar [Javaroni; Landgraf; Rezende, 1999]. A atrazina pode ser
lixiviada pela agdo da chuva contaminando rios, lagos, mananciais de agua
potaveis ou ainda aguas subterraneas, como lengois freaticos, podendo assim
comprometer a agua consumida pela populacdo [dos Santos, 2006]. Segundo
Dean e colaboradores (1996), da quantidade de atrazina aplicada a lavoura,

apenas 1% desta funciona efetivamente no controle de pragas enquanto os 99%
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restantes ficam potencialmente disponiveis para mover-se em diferentes
compartimentos ambientais tais como o solo, dguas residuais e subterraneas
[Dean; Wade; Barnabas, 1996]. Nos EUA e Europa a atrazina tem sido encontrada
em niveis superiores ao permitido (3,0 pg L™ nos EUA e 0,1 ug L™ na Europa) em
aguas de lengois freaticos. No Brasil, o valor maximo permitido para a ocoréncia
de atrazina em &guas naturais é de 2,0 ug L' segundo critério estabelecido pela
Resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente n® 357 [Brasil, 2005].
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Figura 6. Estrutura molecular do herbicida atrazina.

Normalmente, a determinacao de atrazina e de outras triazinas é realizada
empregando-se técnicas cromatograficas [Garbellini et al.,2007; Pozzebon;
Queiroz; Jardim, 2003; Cacho et al., 2003; Kesari; Gupta, 1998]. No entanto, o
grande numero de substancias presentes na amostra, e as baixas concentracdes
dos analitos de interesse normalmente presentes sao fatores limitantes na
quantificacdo das triazinas. A inclusdo de etapas prévias para “limpeza” da
amostra visando a retirada de componentes matriciais, bem como etapas de
concentracdo do analito normalmente se faz necessaria, e uma das estratégias
mais utilizadas para esta finalidade é a extracao por fase sélida. SPE apresenta
algumas vantagens relativamente a outros processos de separagao, uma vez que

uma grande variedade de extratores e solventes pode ser empregada em
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diferentes aplicagbes. Recentemente, MIPs tém sido empregados como extratores
sOlidos visando aumentar a seletividade dos processos envolvendo SPE, uma vez
que estes apresentam resisténcia quimica a uma grande variedade de solventes
organicos bem como uma alta seletividade ao analito de interesse em torno do
qual o MIP é sintetizado [Haupt, 2001;Cormack; Elorza, 2004].

Com respeito a determinacdo de atrazina, um dos primeiro trabalhos
empregando o preparo de MIP foi realizado por Muldoon e Stanker [Muldoon;
Stanker, 1995]. A sintese foi realizada pela técnica de “bulk em banho térmico a
60 °C por 23h sendo que 1,0 g de atrazina foi empregada na sintese. Alguns
parametros como a capacidade de reconhecimento da atrazina pelo polimero e a
seletividade do mesmo com relacdo a propazina, ametrina, dietilatrazina e
dialquilatrazina foram realizadas. Os autores observaram que a atrazina se ligava
mais ao MIP do que no controle (NIP), e que a quantidade de atrazina ligada nao
aumentava linearmente com a quantidade de polimero empregada na analise.
Inferiram ainda que as caracteristicas de impressao eram altamente reprodutiveis
e que os polimeros poderiam ser utilizados para consecucao da técnica de ensaio
por inibicdo competitiva de sorbentes molecularmente impressos (do inglés
“competitive inhibition molecularly imprinted sobert assay” - cMIA) uma vez que o
MIP confeccionado para atrazina apresentou sensibilidade similar ao de outros
analitos para os quais cMIAs podiam ser desenvolvidos.

Neste mesmo ano, Matsui e colaboradores [Matsui et al.,, 1995]
descreveram o preparo de um polimero seletivo para atrazina. A sintese foi
realizada pela técnica de “bulk” empregando radiacao ultravioleta, banho térmico a
0°C e &cido metacrilico como mondmero funcional. As caracteristicas de ligagcao

do MIP foram realizadas pela andlise “Scatchard” a qual demonstrou a presenca



54

de dois sitios de ligacées no polimero formado. A afinidade induzida e a
seletividade foram examinadas cromatograficamente e os autores observaram que
o MIP apresentava uma capacidade de retencdo 60 vezes maior do que o
polimero ndo impresso (NIP) de mesma composigdo quimica. A seletividade foi
avaliada comparando-se a capacidade de retencao do MIP frente a atrazina e a
outros compostos da familia da 1,3,5-triazinas, bem como a outros herbicidas e
pesticidas com estruturas nao definidas. Foi possivel constatar que a atrazina
apresentou maior retencdo do que os demais compostos da mesma familia e a
retengcdo dos demais pesticidas e herbicidas foi menor ou igual a 1% quando
comparada a retencdo da atrazina. Estudos visando o reconhecimento do
mecanismo de formac&o do polimero envolveram ressonancia magnética nuclear
(NMR). O polimero ainda se ligou mais fortemente ao analito em presenca de
solventes organicos.

Em 1996, Siemann e colaboradores [Siemann; Andersson; Mosbach, 1996]
também confeccionaram um MIP para determinagédo de atrazina. Eles avaliaram a
possivel aplicacdo deste MIP para separagdo cromatografica de triazinas bem
como para métodos imunoldgicos. O MIP ainda foi avaliado como adsorvente para
remocao seletiva de compostos toxicos em tratamento de agua.

Um MIP foi empregado para extracdo em fase soélida de atrazina e
processos de limpeza para minimizagao dos efeitos de matriz dos extratos de bife
de figado [Muldoon; Stanker, 1997]. Para tanto um polimero ndo impresso foi
empregado na etapa de limpeza. A capacidade de ligacdo do polimero em
cloroférmio foi de 19 pmol por grama de atrazina. Extratos de bife de figado
purificados e n&o purificados foram analisados por HPLC com fase reversa e por

ELISA. O emprego de MIP como extrator em fase solida proporcionou uma melhor
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precisdo e reducdo no limite de deteccdo (0,005 mg L) para HPLC. As
recuperacgoes para a determinagdo cromatografica foram de 88,7% quando MIP
como separador em fase solida foi empregado na purificagdo dos extratos e
60,9% para extratos nao purificados (sem emprego de MIP). Para ELISA, as
recuperacoes foram de 92,8% para extratos purificados pelo polimero e 79,6%
para extratos nao purificados.

Posteriormente, Matsui e colaboradores [Matsui; Kubo; Takeuchi, 1998]
realizaram estudos para melhorar as caracteristicas de retengédo e discriminagao
de atrazina frente a outros compostos [Matsui et al., 1995]. Trés diferentes tipos
de mondémeros funcionais e seis solventes foram avaliados e dentre estes, os
MIPs sintetizados com acido metacrilico (MAA) e solventes menos polares tais
como m-xileno e mesitileno apresentaram melhores capacidades de retengéo e
seletividade.

Sergeyeva e colaboradores [Sergeyeva et al., 1999] empregaram a técnica
de preparo de MIP para confeccionar um sensor condutimétrico para atrazina.
Para tanto, uma membrana molecularmente impressa com este analito foi
sintetizada. Uma vez que estabilidade mecanica e flexibilidade eram
caracteristicas desejaveis na membrana a ser formada, acrilato de oligouretano foi
adicionado juntamente com MAA e trietilenoglicol dimetacrilato (TEDMA) na
confeccao do MIP. A sintese desta membrana se diferenciou das demais sinteses
até aqui descritas no que tange a quantidade de atrazina empregada (20 mg) € no
tempo de sintese (30 min). Uma cela eletroquimica foi entdo confeccionada
colocando-se a membrana polimérica entre dois eletrodos de platina, sendo a
mudanga na condutividade elétrica da membrana proporcional a concentragéo de

atrazina. Os autores observaram que a membrana apresentou melhor resposta
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analitica para o analito do que para compostos analogos como triazina, simezina e
prometrina. O tempo de resposta se mostrou dependente da espessura da
membrana, variando entre 6 e 15 min. O efeito da propor¢do de mondmeros
funcionais e da concentracao do reagente porogénico empregados na sintese do
MIP também foram avaliados sendo a melhor propor¢cao de monémeros funcionais
a de 85:15 (m/m) TEDMA/acrilato de oligouretano misturada com 30% (v/v) do
reagente porogénico (cloroférmio). O sensor preparado com membrana
molecularmente impressa possibilitou a determin¢do de atrazina a concentragdes
abaixo de 5 nmol L' sendo a sensibilidade do mesmo constante durante um
periodo de 6 meses. No ano seguinte, Matsui e colaboradores [Matsui; Fujiwara;
Takeuchi, 2000] prepararam um polimero receptor para atrazina empregando
moléculas de trietiimelanina (TEM), tri-isopropilmelanina (TPM) e tributiimelanina
(TBM) como possiveis moldes no lugar da atrazina. Os MIPs preparados foram
comparados ao MIP empregando atrazina como molécula molde. A retencao de
atrazina e outros herbicidas da mesma familia pelos polimeros molecularmente
impressos foi investigada por cromatografia liquida e todos os MIPs sintetizados
foram capazes de reter as espécies quimicas testadas, porém o mesmo nao foi
observado nos respectivos NIPs (branco). O polimero no qual TEM foi empregado
como molde exibiu 0 maior fator de retencao para atrazina bem como para os
demais herbicidas testados, porém, este fator de retencao foi menor do que o do
MIP de atrazina.

Em 2003, Shoji e colaboradores [Shoji; Takeuchi; Kubo, 2003]
empregaram o conceito de impressao molecular para confeccionar um sensor
quimico de atrazina. O MIP bem como seu respectivo NIP foram preparados

diretamente sobre a superficie dos eletrodos de ouro de uma balanga de cristal de
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quartzo. Apéds o preparo, o eletrodo foi lavado com uma mistura de metanol/ &cido
acético para retirada do analito e imerso em uma solugdo de 0,1 mol L™ LiCl/
dimetilsulféxido. A redugdo eletroquimica da atrazina foi realizada em 0,1 mol L™
KClI sendo os sinais analiticos obtidos por um voltdmetro acoplado a um
computador. A seletividade do sensor foi avaliada empregando-se moléculas com
estruturas semelhantes a do analito. Os resultados foram concordantes com
outros trabalhos empregando MIPs deste analito o que permitiu concluir que o
eletrodo modificado com MIP pode ser aplicado para determinagéo de atrazina na
faixa de 1 a 10 umol L. Novos trabalhos envolvendo o preparo de MIPs de
atrazina foram realizados pelo grupo de pesquisa de Takeuchi [Takeuchi et al.,
2004]. Neste, um polimero molecularmente impresso para atrazina foi preparado
usando uma combinagdo de MAA e 2- sulfoetil metacrilato (SEMA) o qual
funcionava como uma enzima sintética que se ligava a atrazina bem como a
outros herbicidas da familia da 6-clorotriazina convertendo-os em compostos
menos toxicos. A escolha destes reagentes como mondmeros funcionais foi
baseada em suas habilidades em formar pontes de hidrogénio complementares
com a atrazina e por atuarem como uam espécie de &cido catalitico para
substituigdo nucleofilica aromatica de atrazina com grupos MeOH. O
comportamento das ligagdes no MIP foi examinado injetando-se herbicidas da
familia das triazinas e outros pesticidas dentro de uma coluna empacotada com o
MIP. Observou-se uma forte afinidade do polimero impresso em se ligar as
triazinas sendo os demais pesticidas fracamente retidos, o que comprova a
seletividade do polimero preparado.

Dois anos mais tarde, Lavignac e colaboradores [Lavignac; Brain; Allender,

2006] sintetizaram e avaliaram cromatograficamente um MIP de atrazina sob
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condicdes de equilibrio e de n&o equilibrio. Eles observaram que, sob ambas as
condi¢des, o MIP apresentou boa seletividade ao analito, verificando-se também,
que a afinidade e a seletividade apresentavam uma interdependéncia com a
concentracao inicial de atrazina empregada no preparo do polimero. Os autores
concluiram que este efeito estava associado a formacdo de um complexo
atrazina-atrazina durante a fase de pré-polimerizacdo e durante o re-ligamento, e
que o polimero demonstrou melhoras na afinidade pela atrazina quando as
condi¢cdes do ambiente reacional favoreciam a formagao deste complexo. Neste
mesmo ano, D’Agostino e colaboradores (2006) descreveram o preparo € 0
emprego de uma membrana molecularmente impressa, sem macroporos, para
determinagao potenciométrica de atrazina [D’Agostino et al., 2006]. A membrana
foi formada diretamente no terminal de um pequeno tubo de Teflon que era
preenchido com uma solu¢cdo de uma composi¢ao constante colocada em contato
com um eletrodo de referéncia interno, como em uma cela potenciométrica
classica empregada em eletrodos seletivos a ions. O ion ativo foi a atrazina
protonada positivamente e, para a formagcao desta espécie, a determinacao foi
conduzida sob pH menor que 1,8, onde a atrazina era predominantemente mono-
protonada. Nestas condicbes, o0 potencial da membrana aumentava
proporcionalmente ao aumento da concentracao de atrazina. O tempo de resposta
foi menor que 10 segundos, e 0 sensor pode ser usado por mais do que 2 meses
sem comprometimento nas medidas. Neste contexto, Prasad e colaboradores
(2007) descreveram o preparo de um “MIP-sensor” visando a determinacao
potenciométrica de atrazina em aguas de subsolo [Prasad et. Al, 2007]. Particulas
do polimero de atrazina foram dispersas no plastificante di-n-octil-ftalato e entédo

embutidas em uma matriz de cloreto de polivinila. O “sensor” respondeu a atrazina
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na faixa de pH entre 2,5 e 3,0 para uma ampla faixa de trabalho (0,0001-10 mmol
L") com um limite de deteccdo de 0,1 mg L. O sensor apresentou um tempo de
resposta relativamente curto (c.a 32 min) e alta seletividade com relacdo a outras
importantes classes de pesticidas e herbicidas.

Uma membrana polimérica especifica para atrazina foi obtida pelo método
de polimerizacdo in situ usando o principio de interpenetracdo de redes
poliméricas. [Sergeyeva et al., 2007]. Acrilato de oligouretano foi empregado na
sintese, de maneira a conferir maior mobilidade a membrana. Apés a retirada da
atrazina do polimero, os autores observaram a formacdo de macroporos no
mesmo, e de sitios especificos para atrazina na cadeia polimérica. A membrana
foi empregada para SPE de triazinas em solugcbes aquosas e apresentou como
caracteristica o fato de poder reter solucdes aquosas de atrazina na faixa de 10®
a 10* mol L. A seletividade foi avaliada em relagdo a outras triazinas; a
membrana mostrou uma maior afinidade para a molécula empregada como molde.

Em relacdo a determinacado de outros compostos pertencentes a familia
das triazinas, um MIP empregando atrazina como molécula molde foi sintetizado
empregando-se polimerizagao por suspensao. O MIP foi avaliado na determinagao
de simazina pelo processo classico de extracdo por fase sélida [Matsui et al.,
1997] sendo o extrato analisado por HPLC. O MIP foi capaz de concentrar
simazina cerca de 56 vezes com uma recuperacao de 91%. O emprego de MIP
para determinagao de triazinas tem sido amplamente relatado [Matsui et al., 2007;
Takeuchi, Fukuma, Matsui, 1999, Bjarnason, Chimuka, Ramstrdn, 1999; Ferrer et.
Al, 2000; Pogorelova et. al, 2002, Cacho, et al., 2003; Cacho, et al., 2004; Hu et

al., 2007; Breton et al., 2007; Jenkins; Yin; Jensen, 2001] porém nestes, diferentes
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espécies de triazinas (simazina, prometrina, ametrina, propazina, terbutilazina)

sdo empregadas como molécula na sintese do MIP.



3. MATERIAIS
Os equipamentos, reagentes e acessorios empregados na execug¢ao do
presente trabalho, foram disponibilizados pelo Laboratorio de Quimica Analitica

“Henrique Bergamin Filho” do Centro de Energia Nuclear na Agricultura.

3.1. Reagentes e solucoes

Para o desenvolvimento dos diversos procedimentos analiticos descritos
neste trabalho, as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e
agua destilada/ desionizada.

3.1.1. Solucoes empregadas na determinacao de catecol.

*  Solugao-padrdo 1,00 x 10° mol L™ de pirocatecol. Preparada diariamente

pela dissolucao de 11 mg de pirocatecol em 100 mL de agua.

*  Solugdes-padrao 2,00 - 8,00 x 10 mol L™ de pirocatecol. Preparadas
diariamente a partir da diluicio de uma solugéo 1,00 x 10 mol L' de pirocatecol

em 50 mL de agua.

*  Solugdes-padrao 2,00 - 8,00 x 10° mol L™ de pirocatecol. Preparadas
diariamente a partir da diluicdo de uma solucdo 1,00 x 10™ mol L™ de pirocatecol
em 50 mL de agua.

*  Solugdes 0,05 e 0,025 % (v/v) H20.. Preparadas diariamente por diluicbes
sucessivas de H>O, a 30 % (v/v) em 100 mL de agua.

*  Solugdes 1,0 mg L' e 0,1 mg L™ Co?". Preparadas a partir de sucessivas
diluicdes de uma solugdo estoque 1000 mg L™ Co (como C0S0,.7H,0) em 0,014

mol L' HNOs.
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*  Solugdes 0,01 e 0,025 mol L de 4-aminofenol. Preparadas diariamente
pela dissolucao de 218 e 546 mg, respectivamente, de 4-aminofenol em 200 mL

de agua.

*  Solugdes 0,1 e 0,001 mol L' HNOs. Preparadas a partir da diluicdo de 50
mL de uma solucdo 1,0 mol L' HNOs e 5,0 mL de uma solugdo 0,1 mol L' HNOg

em 500 mL de agua.

*  Solugdo 1,0 mol L' NaOH. Preparadas misturando-se 132 ml de 2,0 mol
L' NaOH e completando-se o volume para 250 ml com agua.

Para se avaliar a seletividade dos MIPs de catecol, foram preparadas
solugdes de espécies quimicas potencialmente interferentes (4-cloro-3-metilfenol,
4-aminofenol e 2-cresol), nas concentragdes de 6,00 x 10°%; 6,00 x 10* e 6,00 x
10° mol L. Solugdes mistas nas proporcdes de 1:1 e 1:10 de catecol (6,00 x 10™

e 6,00 x 10° mol L") com estas espécies quimicas foram também preparadas.

3.1.2. Solucoes empregadas na determinagao de acido ascérbico.

*  Solugdo 0,125 e 0,06 % (m/v) de 1,10-fenantrolina. Preparada pela
dissolucéo de 0,125 g e 0,06 g de 1,10-fenantrolina em 100 mL de 0,006 mol L ™
HCI.

*  Solugdes 25,0 e 50,0 mg L' Fe®*. Preparada a partir de sucessivas
diluicdes de uma solugédo estoque 1000 mg L™ Fe (como FeCl; . 6H,0) em 0,014
mol L' HNOs.

*  Solugdo-tampado acetato/acido acético. Preparada misturando-se 100 ml
de acetato de aménio a 0,2 mol L™ com 100 ml de acido acético a 0,2 mol L™,

*  Solugdo-padrao 100,0 mg L' de &cido ascoérbico levégiro (L-AA).

Preparada diariamente pela dissolugédo de 10 mg L - AA em 100 mL de agua.
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*  Solugdes-padrao 2,50 - 20,00 mg L' AA em 30% DMSO. Preparadas
diariamente adicionando-se os volumes correspondentes de uma solugao de 50,0
mg L7 AA para o preparo de cada solucdo-padrao mais 7,5 mL de DMSO e
completando-se o volume até 25 mL com &gua.

Para avaliacdo da capacidade de separagao enantiomérica do MIP foram
preparadas solucbdes-padrao mistas de D-AA e L-AA em dimetilsulfoxido 30% (v/v)
nas seguintes concentragées: (2,5: 2,5), (2,5: 5,0), (5,0: 2,5), (10,0: 5,0) e (5,0:
10,0) mg mL™" D- AA:L-AA.

A seletividade analitica dos MIPs de &cido ascérbico foi avaliada
empregando-se solugdes contendo alguns dos principais excipientes encontrados
nas amostras de suplementos vitaminicos e bebidas, a saber: solu¢gdo 0,25 %
(m/v) de &cido citrico, solugao 0,25% (m/v) de sacarose, solugéo 0,25 % (m/v) de

polietilenoglicol e solugéo 0,025 % (m/v) de sorbitol.

3.1.3. Solucoes empregadas na determinacao de atrazina
*  Solugdo-padrdo 100,0 mg L' de atrazina (AT). Preparada pela dissolugéo
de 10 mg AT em 100 mL de acetonitrila.

*  Solugdes-padrao 2,50 - 10,00 mg L' AT. Preparadas a partir da diluicdo

da solugéo 100,0 mg L'AT em 25 mL de acetonitrila.
*  Acetonitrila
*  Acido acético glacial
*  Metanol
*  Cloroférmio

* Acetato de etila



64

3.2. Amostras

Para a determinacdo de catecol, amostras de aguas naturais foram
coletadas em diferentes locais da cidade ao longo do rio Piracicaba e
aremazenadas em frascos de polietileno de 500 mL. Amostras de residuos
provenientes de uma indistria de papel, e do medicamento Parklen® contendo
nominalmente 250 mg de levodopa e 25 mg carbidopa, (substancias pertencentes
a familia do catecol) bem como de extratos de cha verde e de mate foram ainda
analisadas.

Os comprimidos empregados para a determinacdo de catecol foram
pesados e uma relacdo entre a massa total e a massa das substancias ativas
contidas no mesmo foi estabelecida. A massa de comprimido que deveria ser
pesada para obtencdo da massa desejada foi entdo calculada. Os comprimidos
foram pulverizados em capsula de porcelana e posteriormente homogeneizados.
A massa de interesse foi entdo pesada e dissolvida em 100 ml de agua. A retirada
dos excipientes insoluveis contidos foi feita através do processo de filtragem.

Relativamente as amostras de chas, primeiramente os extratos foram
obtidos imergindo-se cerca de 7,0 g de erva em 100 mL de agua aquecida. Apos
a extracdo, uma aliquota de 5 mL do extrato foi diluida em 25 mL de agua e a
esta solugdo foram adicionadas 2,0 e 6,0 x 10™* catecol para determinacéo
catalitica e 2,0 e 6,0 x 10° mol L' de catecol para a reagdo envolvendo 4-
aminofenol.

Para determinagao de L-AA, suplementos vitaminicos de diferentes marcas
(Cebion®, Cewin®, Ceglen®, Nogripe®) forram adquiridos no comércio local.

Inicialmente, os comprimidos foram pesados e uma relacao entre a massa total e
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a massa de vitamina C contida no mesmo foi estabelecida. A massa de
comprimido que deveria ser pesada para obtencdo da massa desejada de
vitamina C foi entdo calculada. A seguir, os comprimidos foram pulverizados em
capsula de porcelana e as massas de interesse, anteriormente calculadas, foram
pesadas e dissolvid