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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos e sensiveis
de grande importancia para uma melhor qualidade na determinacao de espécies
guimicas, aumentando assim a confiabilidade dos resultados obtidos. Com isso,
0 emprego e otimizagdo das etapas de separagao/concentracdo se faz
necessario. O emprego de polimeros molecularmente impressos (do inglés -
“‘Molecularly Imprinted Polymers” - MIP) tem demonstrado ser uma eficiente
ferramenta analitica com grande potencialidade para minimizar as limitagdes das
técnicas de separacdo/concentracdo tradicionalmente empregadas. No caso
deste trabalho, o template utilizado sera o valerato de estradiol, principalmente
pela sua importancia inerente na reposi¢cao hormonal feminina e por se tratar de
um disruptor endocrino (horménio) lancado ao meio ambiente sem nenhum
controle. Assim a sintese do polimero para identificacdo do valerato de estradiol
foi realizada por diferentes rotas (bulk e precipitagdo) através de duas vias de
polimerizacdo (termopolimerizacéo e fotopolimerizagdo) variando o monémero
funcional (MAA, acrilonitrila, 2-vinil-piridina e 1-vinilimidazol). O MIP e NIP foram
colocados, um de cada vez, em sistema soxhlet contendo metanol/acido acético
na propor¢cdo 70/30 a 60° C, para remoc¢do da molécula impressa, através de
cinco lavagens sucessivas em periodos de 24 h. Essas aguas de lavagem foram
analisadas utilizando espectrofotometria UV/Vis. Posteriormente com o0s
parametros otimizados o polimero que apresentou melhor resultado foi
modificado com nanoparticulas magnéticas (core@shell), sendo assim
sintetizado MIP magnético (MMIP) para valerato de estradiol, usando acido
metacrilico (MF) e TRIM (ME); aumentando o reconhecimento do MIP e, além
de, facilitar a separacdo do material da solucédo pela aplicacdo de um campo
magnético externo. Todos o0s materiais sintetizados foram amplamente
caracterizados, fisica e fisico-quimicamente. O material sintetizado apresentou
um excelente magnetismo (2,0 emu g*), uma alta porcentagem de retencéo
(superior a 80%) e um Qmax acima de 24 mg g%, indicando que é promissor para
adsorcao de valerato de estradiol.

Palavras-chave: Estrogénios. Polimeros impressos. Nanoparticulas. Horménios.



ABSTRACT

The development of selective and sensitive analytical methods has significant
importance for an improvement at determination of chemical species; increasing
the reliability of the results obtained. So, the use and optimization of separation
and concentration steps is necessary. The use of Molecularly Imprinted Polymers
(MIP) has been shown to be an efficient analytical tool with great potential to
minimize the limitations of separation/concentration techniques traditionally
employed. In the case of this study, the template used will be estradiol valerate,
once of its inherent importance in female hormone replacement and because it
is an endocrine disruptor (hormone) released into the environment without any
control. Thus, the synthesis of the polymer for the identification of estradiol
valerate was performed by different routes (bulk and precipitation) through two
polymerization techniques (thermopolymerization and photopolymerization) by
varying the functional monomer (MAA, acrylonitrile, 2-vinyl pyridine and 1-
vinylimidazole). MIP and NIP were placed in a soxhlet system containing 70/30
methanol/acetic acid at 60 ° C for removal of the imprinted molecule through five
successive washes in 24 h periods. These wash waters were analyzed using
UV/Vis spectrophotometry. Subsequently, with the optimized parameters, the
polymer that presented the best result was modified with magnetic nanoparticles
(core@shell); being synthesized magnetic MIP (MMIP) for estradiol valerate,
increasing the recognition of the MIP and, furthermore, facilitating the separation
of the material from the solution by the application of an external magnetic field.
It was used methacrylic acid as functional monomer, TRIM as structural monomer
and all the synthesized materials were widely characterized, physically and
physico-chemically. The synthesized material showed excellent magnetism (2.0
emu g?1), an elevate percentage retention (higher than 80%) and a Qmax above
24 mg g1, indicating that MMIP is a promising material for adsorption of estradiol
valerate.

Keywords: Estrogens. Printed polymers. Nanoparticles. Hormones. Syntheses.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hormonios

A gquimica analitica associada a biotecnologia tem sido de grande importancia
no controle de processos industriais e no monitoramento ambiental, com diferentes
aplicacbes. O aumento da demanda de andlises quimicas e a necessidade do
desenvolvimento de metodologias rapidas, confiaveis e de baixo custo, capazes de
fornecer informacdes sobre a composicdo de um sistema para 0 monitoramento de

espécies quimicas tem evoluido de maneira rapida e acentuada.

Assim, dentre a ampla variedade de analitos que poderiam ser monitorados
usando estas novas plataformas sensoras, foram escolhidos os horménios femininos,
especificamente o valerato de estradiol (VE) apresenta uma importancia na reposicao
hormonal feminina e se trata de um disruptor enddécrino (hormonio) langcado ao meio
ambiente sem nenhum controle.

Muitas definicdes tém sido propostas para um disruptor enddcrino. Entretanto,
para todas elas, existe um ponto em comum: trata-se de uma substancia quimica
(como os ftalatos, fenois, HPAs - hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, BCPs -
bifenilas policloradas, pesticidas, horménios sintéticos) e que interfere no
funcionamento do sistema enddécrino de espécies de animais, incluindo os humanos
(GHISELLI, 2007).

A definicdo de disruptor enddcrino amplamente utilizada por pesquisadores foi
publicada pela United States Environmental Protection Agency (USEPA) sendo:
“Disruptores sdo agentes exdgenos que interferem na sintese, secrecao, transporte,
recepcdo, acdo ou eliminacdo dos horménios naturais do corpo, 0s quais S&o
responsaveis pela manutencdo da homeostase (preservacao do equilibrio interno),
reproducéo, desenvolvimento e comportamento” (OTOMO, 2010).

Os hormonios podem ser divididos em quatro grupos: esteroides, peptideos,
aminas e eicosanoides; sendo essa separacdo baseada na sua estrutura quimica,
forma de sintese e armazenagem, solubilidade, meia-vida, forma de transporte,
receptores na célula e mecanismo de acdo (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Os peptideos sdo compostos por aminoacidos, podendo ser de 3 aminoacidos
(TRH- thyrotropin-releasing hormone), até mais de 180 aminoacidos. Podem ser
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referidos como peptideos ou polipeptideos, ou proteinas, dependendo do seu
comprimento de cadeia especifica. E o grupo mais numeroso de horménios. Os
principais locais de producdo sdo o hipotdlamo, hipdfise, ilhotas pancreaticas,
placenta, paratiredide e trato gastrointestinal.

As aminas séo produzidas pela medula adrenal, algumas células nervosas, e a
tiredide. Tem as catecolaminas e as iodotironinas. Os mecanismos de acdo das
catecolaminas sao similares aos peptideos, enquanto que as iodotironinas tém o seu
mecanismo similar aos hormonios esteroidais.

Os eicosandides sao produzidos exclusivamente na membrana plasmatica das
células de quase todos os tecidos e podem ser considerados como segundos
mensageiros intrecelulares. S&o derivados do acido araquidonico, liberado por
fosfolipideos originados da a¢éo das fosfolipases, ativadas por estimulos hormonais.
O &cido araquidonico é formado essencialmente por acidos graxos, principalmente o
acido linoléico. Os eicosandides incluem as prostaglandinas, os leucotrienos e 0s
tromboxanos. (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Os esteroides sao produzidos a partir do colesterol, nos tecidos
esteroidogénicos das adrenais, gbnadas, placenta. Nas adrenais sédo produzidos os
glicocorticéides (cortisol, corticosterona e cortisona), e 0s mineralocorticéides
(aldosterona). As gbdnadas produzem os andrégenos (testosterona), estrogeno e
progesterona. A placenta, durante a gestacdo é uma fonte de estrégeno e
progesterona. (GONZALEZ, 2002)

Dentro da classe dos esteroides, os principais horménios femininos sao a
progesterona e o estrogénio (ou estrégeno). A progesterona € produzida pelos ovarios
durante a liberacdo de um 6culo maduro, ajudando na preparacao do revestimento do
Utero para aceitacdo do embrido. Se o 6vulo nao é fertilizado, h4 uma queda nos niveis

de progesterona e ocorre o ciclo menstrual (KOMESAROFF, 2001).

Em geral, os horménios esteroides estao relacionados a maturacédo sexual e a
fertilidade, e determinam o desenvolvimento fisico, desde a puberdade até a velhice,
bem como os ciclos de fertilidade (LEHNINGER, 1985).

O estrogénio € um horménio produzido na adolescéncia e responsavel pelo
aparecimento de sinais sexuais nas mulheres, indo até a menopausa. A falta dele
pode causar sintomas como onda de calor em 80% das mulheres. Tal hormbnio
estimula as células locais a se proliferarem, ou seja, que se multipliquem como, por

exemplo, a musculatura lisa do Utero, apds a puberdade, chegam a duplicar ou triplicar



21

de tamanho. Em resumo, as caracteristicas que distinguem homens e mulheres sao
devidas ao estrogénio (GUYTON, 1989).

As substancias estrogénicas, tal como o horménio VE, sdo importantes
disruptores enddcrinos, que interfere no funcionamento natural do sistema enddécrino
(COMBALBERT, 2010).

O esqueleto estrogénico é constituido por 18 4&tomos de carbono, distribuidos
em trés anéis hexagonais, denominados A, B e C, e um pentagonal (D) (Figura 1). O
gue diferencia as moléculas estrogénicas é a posicao dos substituintes no carbono 17

do nucleo ciclopentano-fenantreno (Figura 2) (GAMA, 2010).

Figura 1 - Estrutura quimica do nucleo ciclopentano — fenantreno.
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Fonte: autora do trabalho.

Além de estrégenos naturais, tais como estrona, estriol e 17B-estradiol, ha
também os sintéticos: 17a-estradiol, 17a-etinilestradiol e valerato de estradiol (Figura
2); esse ultimo, estudado neste trabalho, tem sido utilizado em terapias de reposi¢cao

hormonal e métodos contraceptivos.
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Figura 2 - Estruturas moleculares (a) estrona; (b) estriol; (c) 17B—estradiol; (d) 17a—estradiol; (e)
etinilestradiol; (f) valerato de estradiol.
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Fonte: autora do trabalho.

Os estrogenos sintéticos despertam uma maior preocupacdo, tanto pela sua
atividade biolégica como pela quantidade continua introduzida no ambiente. Estes
horménios possuem a melhor conformacdo reconhecida para 0s receptores
estrégenos. Assim, resultam em respostas maximas de atividade estrogénica, e sédo
considerados como responsaveis pela maioria dos efeitos disruptores desencadeados
pela disposicdo de efluentes. A principal preocupacdo na quantificacdo destes
hormoénios € centralizada nos efeitos adversos que esses produzem ao sistema
reprodutor dos seres vivos como por exemplo a feminizagédo de peixes, pois podem
ser facilmente adsorvidos nos sedimentos dos sistemas aquaticos (CARBALLA,
2004).

Apesar de possuir um valor de meia vida relativamente curto, de pelo menos

10 dias, se comparados a outros compostos organicos (como alguns pesticidas), 0s
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estrégenos sao continuamente descartados ao ambiente, o que Ihes confere um
carater de persisténcia (MAZELLIER, 2008).

1.2 Valerato de Estradiol

O valerato de estradiol (VE) € um hormonio sintético muito utilizado na medicina
clinica. Sua nomenclatura oficial € 17-pentanoato, (178) - estra-1,3,5 (10) - trieno3,17-
diol. Este hormdnio pode ser usado para tratar a sindrome da menopausa (climatério),
cancer de préstata e quando utilizado juntamente com progesterona, para a inibicao
da ovulagéao (DUAN, 1999).

O acetato de ciproterona, associado ao VE, tem sido usado na terapia de
reposicao hormonal (TRH) no climatério, que é a transi¢cédo do periodo reprodutivo, ou
fértil, para nao reprodutivo da mulher (DINC, 2003). Esse periodo ocorre apés a
menopausa (Utltimo ciclo menstrual), quando ocorrem transformagcdes metabdlicas e
hormonais que repercutem sobre o organismo feminino. Cessando por completo a
menstruacdo, endocrinologicamente ocorre a diminuicdo da atividade ovariana,
biologicamente, reduzindo a fertilidade, acarretando em uma série de alteragbes no
organismo da mulher (KHAN, 1994). Entre os sintomas climatéricos estdo: ondas de
calor (fogachos), insénia, nervosismo, vertigem, fadiga, palpitacdes, formigamento e
incontinéncia urinaria. Ao utilizar a TRH, estes sintomas amenizam-se; além disso, a
reposicdo € indicada para prevenir doencas cardiovasculares e osteoporose e é
utilizada também para aumentar os niveis de coldgeno da pele e melhorar a
sexualidade (SPRITZER, 1998). Recomenda-se em algumas mulheres na
menopausa recebam estrogénio exdgeno com a finalidade de manter ou melhorar os
niveis de estrogénios, prevenindo os efeitos que a caréncia estrogénica exerce sobre
0s sistemas organicos.

Um breve levantamento da literatura revela diversas publica¢gdes relacionadas
com a determinacdo de valerato de estradiol. Grande parte dos métodos descreve a
analise em formulacfes contendo o farmaco em associacao a outros hormonios, tais,
como o acetato de megestrol, por espectrofotometira, enantato de testosterona e
acetato de medroxiprogesterona por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
(MENDEZ, 2010). Atualmente, o método oficial de deteccao desse hormdnio é HPLC,
preconizado pela Farmacopeia Inglesa (REYNOLDS, 1989).
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O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos e sensiveis
€ de grande importancia para uma melhor determinacdo de espécies quimicas, para
assim, aumentando a confiabilidade dos resultados analiticos. Devido a complexidade
de algumas matrizes, aos baixos teores dos constituintes de interesse e presenca de
interferentes, o desempenho de técnicas de separacdo/concentracdo pode ser
prejudicado. Tendo isso em vista, o0 emprego de polimeros molecularmente
impressos, ou de impressao molecular (do inglés - “Molecularly Imprinted Polymers” -
MIPs), tem demonstrado ser uma eficiente ferramenta analitica e com grande
potencialidade para minimizar as limitacbes das técnicas tradicionais de

separacao/concentracao.

1.3 Polimeros molecularmente impressos (MIPs)

Os MIPs sdo comumente preparados pelo método em bulk (fase volumétrica),
considerado o0 mais simples porque é um sistema de preparo homogéneo. O
monoémero funcional, solvente, analito, monémero estrutural e iniciador radicalar sdo
selados em tubo de ensaio. A reagéo ocorre em auséncia de oxigénio e é induzida por
aquecimento ou radiacao UV, o MIP é formado (Figura 3). Mediante a interacdo do
analito por meio de ligagdo covalente ou ndo com as moléculas do mondémero
funcional. (TARLEY, 2005).

Polimeros preparados por ligagdo covalente possuem sitios mais seletivos,
dada a uniformidade gerada nos mesmos. Por outro lado, quando esta estratégia é
adotada, a necessidade do uso de monGémeros e analitos que estabelecam ligacoes
covalentes restringe a aplicabilidade dos MIP para poucos analitos. Adicionalmente,
estudos tém mostrado que tais polimeros apresentam uma cinética lenta de retencéao
dos analitos na cavidade do polimero. Por outro lado, polimeros preparados a partir
de ligagbes ndo covalentes freqlientemente apresentam didmetros de particulas e
sitios seletivos menos uniformes. Porém, apesar destas desvantagens, apresenta
mais vantagens em relacdo as outras, como facil preparacdo do complexo
mondmero/analito, facil remocdo do analito do polimero e aplicagdo em grande
numero de diferentes tipos de moléculas alvo (CORMACK; ELORZA, 2004).



25

Figura 3 - Esquema genérico da sintese e utilizacdo de MIP.
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Fonte: autora do trabalho.

Inicialmente s&o colocados molécula molde juntamente com mondémeros
funcionais para interagir, covalente, ndo covalente ou semi-covalentemente.
Posteriormente sdo adicionados 0s mondmeros estruturais responsaveis pela
formacdo da matriz polimérica, para iniciar a reacao de polimerizacdo é adicionado
um iniciador radicalar. Assim os MIPs realizam um reconhecimento altamente seletivo,
pois formam cavidades complementares em tamanho e forma ao analito, como mostra
a Figura 3. Sdo denominados também de polimeros biomiméticos por mimetizarem
sistemas de reconhecimento biolégico baseados em afinidade como, por exemplo,
antigeno - anticorpo (TARLEY, 2005).

A técnica de impresséo para o preparo de MIPs mais comum é a ndo covalente
ja que apresenta mais vantagens em relacao as outras, tal como facil preparacéo do
complexo mondmero/analito, facil remocao do analito e aplicagdo em grande namero
de moléculas alvo (KOMIYAMA, 2003). Posteriormente um monémero estrutural é
adicionado ao meio reacional promovendo a ocorréncia de ligagdes cruzadas no
polimero e a formagcao de uma matriz polimérica rigida. A reacao de polimerizacdo é
iniciada ap0s a adicdo de um iniciador radicalar e 0 oxigénio do meio deve ser
removido por inibir a reacdo de polimerizacdo (CORMACK; ELORZA, 2004).

Cada reagente apresenta uma funcédo distinta na sintese dos MIPs. O
monémero funcional é responsavel pelas interacdes entre o polimero e analito na
cavidade especifica formada ele pode ser, no caso de interacdes ndo covalentes, do
tipo acido, basico ou neutro (SOUZA; BARBOSA, 2009). O monémero estrutural tem
como finalidade a estabilizacdo dos pontos de ligacdo com reconhecimento molecular
e a estabilizacdo mecéanica da matriz polimérica, sendo o tipo e a quantidade do

agente tém grande impacto na seletividade dos MIPs (ITURRALDE, 2014). O iniciador
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radicalar tem como papel promover a reacao de polimerizacéo via radicais livres e
pode ser ativo de duas maneiras: termicamente ou por radiacdo UV (SOUZA E
BARBOSA, 2009). O solvente é o meio onde estdo todos os componentes, ndo
devendo interferir na interacdo analito/monémero e também s&o responséaveis pela
formacdo dos poros no polimero, por isso a designacdo de solvente porogénico
(SOUZA; BARBOSA, 2009) e (GORMACK; ELORZA, 2004).

Embora a ideia de reconhecimento molecular dos MIPs seja baseada em
sistemas biologicos, eles apresentam diversas vantagens baixo custo e facil
preparacao; resisténcia mecanica e térmica; possibilidade de preparo em diversos
formatos e de armazenamento por anos sem perder a eficiéncia (MAHONYA et al,
2005).

Os MIPs podem ser aplicados com algumas outras técnicas, tais como extracédo
em fase solida (MASQUEE, 2001), fase estacionaria em colunas cromatogréaficas
(ANSELL, 2013) e até mesmo no preparo de amostras (MARTIN-ESTEBAN, 2013);
aumentando a eficiéncia das técnicas. Ademais, os MIPs podem ser modificados para
aumentar ainda mais a sensibilidade do reconhecimento seletivo com o uso de
nanoparticulas, que possuem maior area superficial, (SUBRAHMANYAM et al, 2013)
ou exercer uma funcdo além do reconhecimento, tal como na liberacéo controlada de
farmacos (SUEDEE, 2013).

Porém os MIP produzidos pelos métodos convencionais de sintese, embora
muito eficientes, ainda apresentam alguns problemas no seu desempenho de
reconhecimento. As particulas formadas possuem os sitios de ligacdo especifica
distribuidos de maneira ndo homogénea e no interior da particula, o que diminui a
acessibilidade do analito na cavidade do MIP. (SHAHAR et al, 2016)

Assim, um dos modos encontrados de minimizar e/ou acabar com o0s
inconvenientes mencionados foi através da juncdo dos polimeros impressos com
nanoparticulas. Essa unido gerou materiais hanocompésitos do tipo core @shell, no
gual o nucleo é formado por nanoparticulas solidas recobertas com uma camada de
MIP. (WACKERLIG; SCHIRHAGL, 2015)

Nanoparticulas sdo sélidos com tamanho na ordem de 10-100 nm e que
apresentam excelentes propriedades devido ao seu tamanho, como elevada area
superficial em relacdo ao seu volume — o que permite modificacdes em sua superficie.
(REYES-GALLARDO et al, 2015)

Dos materiais mais aplicados como nucleo para o MIP encontram-se as
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nanoparticulas magnéticas, dentre as quais os 0xidos de ferro sdo os mais utilizados
devido suas excelentes propriedades: superparamagnetismo, zero coercitividade e
alta estabilidade. A maghemita (y-Fe203) e a magnetita (FesO4) sdo os Oxidos com
maior uso por apresentarem todas as propriedades ja citadas e, ademais, possuem
baixa toxicidade e biocompatibilidade comprovadas. (ZHU et al, 2016)

A sintese de nanoparticulas de magnetita pode ser realizada de diversas
maneiras, sendo os métodos mais comuns co-precipitacdo (RASHAD et al, 2012),
hidrotérmico (TOGASHI et al, 2011) e sonificacdo (ABBAS et al, 2013). A co-
precipitacdo esta entre os métodos mais utilizados devido a sua facilidade e rapidez
na sintese. Nesse método normalmente é utilizado um sal de sulfato ou cloreto de
ferro (Il) e ferro (lll) que precipitara em meio basico a magnetita nanomeétrica.

Entre as diversas vantagens apresentadas por essas particulas, as principais e
mais importantes sdo suas caracteristicas superficiais que permitem sua facil
encapsulacdo e modificac&o superficial para protegé-las da degradacéo, conservando
sua boa resposta magnética. (TARTAJ et al, 2005). As modifica¢des incluem desde
simples funcionalizagbes na superficie com diferentes grupos funcionais até
moléculas organicas (surfactantes, polimeros e componentes biologicos).
(RAMIMOGHADAM et al, 2014)

Deste modo, ao se combinar as melhores propriedades do material magnético
com as do MIP, foram obtidos os MIP magnéticos, que consistem em nanoparticulas
magnéticas decoradas/modificadas com polimeros molecularmente impressos.

Ao contrario do MIP convencional, o MIP magnético possui a vantagem de ter
uma elevada relacdo entre area superficial e volume, o que torna as cavidades
impressas mais acessiveis ao analito; melhorando a cinética de ligacdo (POMA et al,
2010). Além disso, apo6s a reacao de reconhecimento do MIP magnético com o analito,
as particulas podem ser capturadas pelo campo magnético permitindo que uma maior
guantidade de analito seja extraida da amostra, havendo assim um aumento na
sensibilidade da analise. (KUKUSAMUDE et al, 2012)

Nesse sentido, a possibilidade de adaptar os MIPs com outros nanomateriais,
tais como nanoparticulas magnéticas, permitira a obtencdo de novas plataformas
sensoras (TARLEY, 2005) para serem usadas, por exemplo, em magneto-eletrodos.
A finalidade € se obter novos sensores com caracteristicas desejadas de alta
seletividade e robustez, visando aplicacdo real em diversos setores de producéo,

seguranca ambiental, alimentac&o e saude publica.
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Desta forma, evidenciada a preocupacdo com o meio ambiente, assim como
pela saude publica, que esta inerente no controle de qualidade de farmacos, €&
evidente a necessidade do desenvolvimento de métodos de analise de hormdnios
estrogénicos, e que permitam um monitoramento seletivo, sensivel e robusto e que

adicionalmente possam ser usados in situ e com baixo custo financeiro e ambiental.
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2. OBJETIVOS

Esta dissertacdo descreve a sintese de um material hibrido no formato
core@shell, constituido de nanoparticulas magnéticas (core) modificadas com MIP

(shell) seletivo ao hormoénio estrogénico feminino valerato de estradiol - VE.

2.1 Objetivos especificos

Sintese das nanoparticulas magnéticas. Caracterizagéo fisico-quimica.
Modificacdo das nanoparticulas magnéticas com MIP para VE (magneto-MIP).
Otimizacdo dos parametros de sintese do magneto-MIP.

Caracterizacao fisico-quimica do magneto-MIP.

Avaliacao do desempenho do magneto-MIP sintetizado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucdes

3.1.1 Sintese dos polimeros e das nanoparticulas
magnéticas

Os reagentes utilizados na a sintese dos polimeros foram; valerato de
estradiol, acido metacrilico, acrilonitrila,  2-vinil-piridina,  1-vinil-imidazol,
trimetilolpropano trimetacrilato - TRIM, etilenoglicol dimetacrilato - EGDMA e 2,2-azo-
bisisobutironitrila - AIBN, todos fornecidos pela Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados
na sintese e remocdo da molécula molde foram metanol (Panreac) e acido acético
glacial (Synth).

Na sintese das nanoparticulas foram utilizados FeCl2.4H20; FeClz.6H20
(Sigma-Aldrich), NH4OH (Synth), tetraetilortossilicato - TEOS (Acrais),
metacriloxipropil trimetoxissilano - MPS (Aldrich), e etanol e tolueno, ambos fornecidos

pela Synth.

3.1.2 Experimentos de otimizacao do MIP

A solugcéo estoque de VE foi preparada em metanol. Foram preparadas
solugdes a 300 pmol L' em &Agua/etanol 50/50 (v/v), para os experimentos de
otimizacao da massa de material adsorventes; do tempo de interacdo com a solugcao

de analito; e para a construcdo da isoterma de adsorcgéao.

3.2. Instrumentacao

3.2.1 Medidas analiticas

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro
UV-Vis com arranjo linear de diodos da Bel photonics modelo UV-M 51. Todas as
medidas foram realizadas utilizando cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico

e em comprimentos de onda no intervalo de 200 a 400 nm.
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As andlises por HPLC foram realizadas utilizando um cromatégrafo Shimadzu
modelo 20A, com detector UV-Visivel modelo SPD-20A, amostrador automatico SIL-
20A e degaseificador DGU-20A5 acoplado a um microcomputador. A fase estacionéaria
utilizada foi uma coluna de fase reversa C18 Phenomenex Luna 5 ym (tamanho da
particula) 100 A (diametro poro), comprimento de 250 mm e 4,60 mm de diametro
interno. A fase movel foi preparada em uma mistura de solu¢do NH4sNO3s 0,08% com
acetonitrila 30/70 (v/v) a uma vazao de 2 mL min. A deteccéo foi realizada utilizando
comprimento de onda de 280 nm e um volume de injecdo de amostra de 50 pL; essa
metodologia foi baseada em BATISTA, et al. 2008.

3.2.2 Caracterizacao dos materiais

Foram realizadas analises em um espectrometro infravermelho com
transformada de Fourier da Perkin Elmer®, Frontier. Para coleta dos espectros foram
realizadas 128 varreduras no intervalo 4000 a 400 cm™. Os espectros foram obtidos
pela técnica de reflectancia total atenuada (ATR), utilizando cristal de seleneto de
zinco.

A estabilidade dos materiais sintetizados foi avaliada por analise térmica,
utilizando termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial (TG-DSC). As curvas
de TG foram obtidas em um sistema TG-DSC STARe, da Mettler Toledo. Utilizou-se
uma mistura de ar comprimido e N2 em um fluxo de 50 mL min-! como gas de purga.
A taxa de aquecimento foi de 10 °C min' com 10,0 mg de massa das amostras. As
curvas de DSC foram obtidas usando um DSC Q10 da TA Instruments. A condicéo de
gas de purga foi a mesma utilizada para a TG a uma taxa de aquecimento de 5 °C
mint com 10,0 mg de massa de amostra.

A morfologia dos polimeros foi analisada utilizando um microscopio eletrénico
de varredura com campo de emisséo (FE-SEM; Jeol JSM 6330F). Os polimeros foram
sonicados em alcool isopropilico por 10 min e recobertos com carbono para posterior
analise no microscopio.

O estudo da porosidade dos MIPs em funcao da temperatura de pré-tratamento
foi realizado por meio de estudos de adsorcdo de N2 sob baixas temperaturas de
operacdo e pressodes relativas da ordem de 200 mmHg. Essa técnica consiste
basicamente em preencher os poros do material com um liquido proveniente da

condensacao de um gas - normalmente Nz - e, dessa forma, o tamanho ou volume
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dos poros podem ser calculados a partir da presséao relativa com que ha adsor¢ao ou
dessorcao do nitrogénio (TEIXEIRA et al ,2001). As medidas de BET foram realizadas
em um equipamento da Micromeritcs modelo ASAP 2010.

A magnetometria € um método utilizado a fim de determinar o magnetismo de
um material quando submetido a aplicacdo de um campo magnético. A forma classica
de anadlise é através da medida de atracdo ou repulsdo do material por um campo
magnético. Para a caracterizacdo magnética foi usada o equipamento LakeShore
VSM série 7300. As medidas foram realizadas pelo Dr. Luis Alvares, pesquisador do
Centro Atdmico Bariloche, Divisdo de Ressonéancias Magnéticas, Argentina.

A bomba a vacuo utilizada foi a EIKONAL® (Modelo 131/132). Empregou-se o
sistema Milli-Q Ultra Pure Water System da marca Millipore para a obtencéo de agua

ultrapura.

3.2.3 Simulacéo computacional

Foram empregados os seguintes programas para a simulacdo computacional:
HyperChem® 8.0.5, para a modelagem das moléculas a serem utilizadas na sintese
dos MIPs (FOGUEL, M. V.; 2015) OpenEye® (pacote de softwares) contendo 0s
programas:

e VIDA 3.0.0: utilizado para visualizar as moléculas modeladas para conferir
possiveis erros de ligacfes entre atomos.

e Omega2: este software gera diversos conférmeros das moléculas, o que torna
possivel levar em consideracao possiveis impedimentos espaciais. Por padréo,
sao gerados 10 conférmeros de cada horménio, sendo escolhidos 3 ao acaso
para realizar os testes simulatérios.

e Szybki 1.2.2: leva a molécula até seu estado de menor energia e, portando,
mais estavel.

- Autolt 3.3.6.0: utiliza linhas de comandos (scripts) para automatizar processos
repetitivos durante a modelagem molecular, eliminando erros humanos durante os
procedimentos.

- Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital PACkage)
2009: utilizado para realizar as simulacdes propriamente ditas. Este programa faz a
aproximacéo dos monémeros com a molécula que serd usada como molde calculando

a energia liberada, resultando assim na afinidade entre os mesmos. MOPAC é um



33

utilitario que emprega quimica quéantica semiempirica para os calculos de
aproximacao.
Foram avaliados 20 mondémeros, mostrados na Tabela 1, os quais foram

nomeados como MP1 a MP20 para fins de simplicidade de andlise dos resultados.

Tabela 1 - Mondmeros comumente utilizados na sintese de MIP, sendo os escolhidos para os
experimentos destacados em azul.

bis-Acrilamida de N,N"-metileno
Acido imidazol-4-acrilico
Etil éster de imidazol-4-acrilico
Acido acrilico
Acrilamida
Acroleina

Alilamina

Etileno glicol dimetacrilato
2-(cianoetilamino)etilmetacrilato

Acido metilenosuccinico

3-divinilbenzeno
4-divinilbenzeno

Estireno

4-vinilpiridina
Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico

2-hidroxietil metacrilato

Fonte: autora do trabalho.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Sinteses

4.1.1 Sintese do MIP convencional pelo método de
polimerizagcdo por aquecimento (termopolimerizagao)

Para a sintese do MIP foram adicionados 0,05 mmol de valerato de estradiol
(VE) (molécula molde) 0,20 mmol de &cido metacrilico ou 2-vinil-piridina ou acrilonitrila
(monémeros funcionais), 1,0 mmol de EDGMA (mondmero estrutural); 5,0 mL de
metanol (solvente) e, por fim, 0,05 mmol de AIBN (iniciador radicalar). Uma vez que a
presenca de oxigénio inibe a sintese, foi borbulhado N2 por 10 min no tubo de ensaio
e, posteriormente, este foi selado e levado para o banho-maria a 60 °C por 20 h.

Ao final desse procedimento, o polimero obtido foi deixado na capela por 24 h
para garantir completa evaporacao do solvente. Em seguida, o polimero foi colocado
para lavagem em sistema Soxhlet por 72 h com 100 mL da proporcdo 70/30 (v/v)
metanol:acido acético e por mais 48 h com metanol, para remoc¢ao da molécula molde
e do excesso de reagentes. Com o intuito de verificar a eficiéncia de remocéo do
valerato de estradiol do polimero, as solu¢cdes do solvente de lavagem foram

analisadas por espectrofotometria UV a cada 24 horas.

4.1.2 Sintese do MIP convencional pelo meétodo de
polimerizacao por radiacédo UV (fotopolimerizacéo)

A sintese foi realizada segundo método proposto por KEMPE et al. 2010, cujo
o procedimento e proporcdes dos reagentes utilizados na sintese estdo descritos no
fluxograma (Figura 4) a seguir.
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Figura 4 - Esquema da sintese do MIP por polimerizacdo UV.

- 0,05 mmol de valerato de estradiol;
- 0,2 mmol de acido metacrilico,1-vinil-imidazol ou acrilonitrila;
- 3,0 mmol de TRIM;
- 25,0 mL de metanol;

- N2 por 20 minutos;

- Reator a 5 °C e lampada de vapor
de Hg de alta pressdo 125 W em
tubo de quartzo por 2 horas.

Polimero

- Lavagem em sistema Soxhlet
com metanol/acido acético
(70:30 v/v) por 3 dias e metanol

MIP

Fonte: autora do trabalho.

Em todos os casos, foi sempre sintetizado um polimero controle (NIP)
exatamente da mesma forma sem, contudo, conter o analito.
Uma vez que a sintese do MIP foi realizada pelo método de precipitacdo, as

particulas obtidas sdo homogéneas e do mesmo tamanho.

4.1.3 Sintese e modificacdo de nanoparticulas de Fe3Os e do
magneto-MIP (MMIP) para o valerato de estradiol

O procedimento para a obtencdo de particulas de magnetita baseou-se no
método apresentado por SANCHEZ et al. 2016 e a Figura 5 representa
resumidamente o procedimento experimental de modificagdo das nanoparticulas de

magnetita com grupos silandis. Brevemente, foi realizada a co-precipitacdo (Figura
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5a) de 0,01 mmol de Fe?* e 0,02 mmol de Fe3* em meio basico (10,0 mL de NH4sOH
em 80,0 mL de H20 Milli-Q). Posteriormente, foi adicionado 0,8 mL de TEOS -
responsavel por revestir a magnetita com uma camada de silica (Figura 5b).
Finalmente, as nanoparticulas de Fe3Os@SiO2 foram adicionadas a 50,0 mL de
tolueno anidro e 5,0 mL de MPS por 12 h, sendo o MPS utilizado para funcionalizar

as nanoparticulas por meio da insercado de um grupo metacrilico (Figura 5c).

Figura 5 - Sintese e modificagdo da magnetita.

ON

AN Sintese e modificacdo da magnetita.

FeCl, + FeCly * NH,OH

Fe;0,4

TEOS _—OH

—>
NH,OH

MPS /O\Si /\/0\/0\)

AN

—
OH o

Fe;0,@Si0, Fe;0,@Si0,-C=C
A B c

Fonte: autora do trabalho.

Para a sintese do MIP sobre as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas foi
adotada o método por precipitacdo. Para isso foram misturados e deixados interagir
VE (0,2 mmol), acido metacrilico (0,08 mmol) e 25 mL de metanol (usado como
solvente porogénico). A seguir, adicionou-se a esta solu¢cdo 200 mg de nanoparticulas
de magnetita modificadas e manteve-se o sistema sob agitagéo constante durante 2
h. Por fim, acrescentou-se a mistura 3,0 mmol de TRIM e 0,05 mmol de AIBN (iniciador
radicalar), sendo Nz borbulhado a solug&o continuamente em baixo fluxo de maneira
a impedir que o oxigénio interfira na polimerizacéo, e acionada lampada de vapor de
Hg de alta presséo (125 W) em tubo de quartzo por 2 h afim de iniciar a
fotopolimerizacéao.
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Figura 6 — Foto ilustrativa do esquema de sintese por fotopolimerizacéao.

Fonte: autora do trabalho.

Finalizada a sintese, lavou-se o0 polimero em sistema Soxhlet com
metanol/acido acético na propor¢ao 70/30 (v/v) para remover o VE. Analogamente ao
MMIP, foi sintetizado um MNIP como material de controle, cuja sintese foi idéntica a

do MMIP, porém, sem a adicao do analito.

4.2 Estudos de otimizacao e avaliacdo da eficiéncia
dos polimeros

Para todos os procedimentos descritos a seguir, apés transcorrido o tempo de
agitacao, as solucdes foram filtradas e analisadas de forma indireta uma vez que foi
guantificado o analito livre no sobrenadante da solucdo primeiramente por UV-Vis e
depois por HPLC.

4.3 Avaliacdo da eficiéncia do MIP por meio de
experimentos de afinidade

Para estes estudos de afinidade adotou-se o0 seguinte procedimento: em tubos
eppendorf foram preparadas diferentes concentracdes de solugdes poliméricas de M
MMIP E MNIP; de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 10 mg mL%, contendo 1,0 mL de solucéo de VE
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0,21 mg mL* (600umolL"t) utilizando metanol, acetonitrila e etanol como solventes de
extracdo. As solucbes foram deixadas sob agitacdo por 2 h, envolvidas por papel
aluminio e em temperatura ambiente (aqui denominada 12 metodologia).
Posteriormente adotou-se um segundo procedimento: em tubos eppendorf
foram preparadas diferentes concentracfes de solu¢des poliméricas de MIP e NIP; de
5; 10; 20; 30; 50 e 75 mg contendo 1,0 mL de solucdo de VE 0,21 mg mL%, sendo
avaliados em diferentes solventes e suas misturas com agua. As solucdes foram
deixadas sob agitacdo por 2 h, envolvidas por papel aluminio e em temperatura

ambiente (22 metodologia).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo discutidos inicialmente a partir da simulacdo
computacional e a seguir, de ensaios de otimizacao. Seréo discutidos primeiramente
com os polimeros convencionais e, posteriormente, com os polimeros magnéticos ja
com os parametros (mondmero funcional e solvente) otimizados. Os tépicos estédo de
acordo com o tipo de material sintetizado. Posteriormente, serdo discutidas as
caracterizacbes de ambos os materiais (polimeros convencionais e polimeros

magnéticos) com o propésito de comparacao.

5.1 Simulacdo Computacional

A simulacéo computacional foi utilizada com o intuito de verificar a variacéo da
energia de ligacdo do VE com diversos mondmeros funcionais. O intuito desses
célculos foi estimar qual deles apresen taria uma maior interagdo com o VE e, desta
forma, seria 0 mais adequado para sintese do MIP e do magneto-MIP.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos a partir da simulacdo computacional.
Os valores de energia podem ser interpretados como a energia liberada na
aproximacao entre cada mondémero e o VE, sendo que quanto maior a energia liberada
(mais negativo o valor), maior a afinidade entre eles, e teoricamente mais seletivo o
polimero resultante.

Observando os resultados obtidos na Figura 7, nota-se que 0s mondmeros
mais adequados para o VE seriam a 2-vinilpiridina (MP17) e o acido metilenosuccinico
(MP11), por apresentarem maior energia de ligacdo. No entanto, trabalhar com
apenas esses monémeros pode nao ser o adequado porque, experimentalmente, uma
alta energia de afinidade pode significar que sera mais dificil remover o analito da
cavidade seletiva. Assim sendo, foram escolhidos, para realizar as sinteses e avaliar
0 comportamento frente ao reconhecimento do VE, trés mondmeros de diferentes
energias (destacado em azul na Tabela 1: 2-vinilpiridina — MP17 (alta energia de
ligacdo), acido metacrilico — MP12 (energia de ligacdo intermediaria) e acrilonitrila —

MP8 (baixa energia de ligacdo). As estruturas destes mondémeros funcionais estao
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representadas na Figura 8 e sdo de grande importancia para a analise da interacao

deles com o VE.

Figura 7 - Valores de energia de ligacéo entre o VE com os 20 mon6meros tabelados.

-120 -
-100 - T

-80 -

K

-20

Energia de ligacdo (kJ mol™)

Fonte: autora do trabalho.

Figura 8 - Estrutura molecular dos trés mondmeros escolhidos para sintese do MIP para VE: (a) MP8;
(b) MP12 e (c) MP17.
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Fonte: autora do trabalho.

Uma proposta de interacdo apresentada para o acido metacrilico, que seria o

de maior energia dos mondmeros funcionais escolhidos, pode ser visualizada na
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Figura 9. Dentre essas, a representacdo (a) pode ser mais viavel, devido a formacéao
do intermediario de 6 membros, que através de interacdes de hidrogénio, torna-se o
mais estavel e favorecido termodinamicamente, quando comparado a estrutura em

(b), que é menos viavel por ndo ser tdo estavel.

Figura 9 - Duas diferentes propostas de interacédo (destacadas em vermelho) entre acido metacrilico e
VE: (a) interacdo entre grupo hidroxila do VE e carbonila e hidrogénio do acido metacrilico e (b)
interagdo entre hidrogénio &cido e carbonila do VE.
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Fonte: autora do trabalho.
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5.2 Parametros de andlise para quantificacdo do
valerato de estradiol

Para a quantificacdo do VE, avaliacdo das condi¢cdes de lavagem do MIP; a
adsorcdo do analito e, consequentemente, a eficiéncia do MIP sintetizado.
Primeiramente foram definidas as condi¢cdes analiticas para tal, usando a
espectrofotometria UV-Vis e a HPLC/UV-Vis.

A Figura 10, mostra os espectros UV-Vis para solu¢des de VE a diferentes
concentracdes. A banda em 285 nm apresenta melhor resolugéo e maior definicdo em
altas concentragcdes de VE. Por essa razao, esse sinal de absorc¢éo foi usado para a

quantificacao do analito.

Figura 10 - Espectros de absor¢éo na regido UV-VIS para solu¢des com diferentes concentragcfes do

hormonio valerato de estradiol dissolvido em metanol.
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Fonte: autora do trabalho.

Adicionalmente, observa-se, que na Figura 11, no intervalo entre 40 e 1000

umol L o sistema obedece a lei de Lambert-Beer. Para os testes de otimizacdo, a
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concentragdo de 600 umol L? (0,21 mg L) foi a escolhida como a mais adequada

pois se encontra dentro da faixa linear da curva analitica.

Figura 11 - Curvas analiticas para o VE nos dois comprimentos de onda: a) 285 nm e b) 225 nm.
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Fonte: autora do trabalho.

Baseando se no método descrito por BATISTA et al. 2008, a Figura 12(a)

mostra o cromatograma obtido para o VE em uma concentrag¢do de 50 mg L?* em

metanol.
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Figura 12 — Cromatograma obtido para o VE a 50 mg L (a) para quantificagéo do analito por CLAE e
(b) curva analitica em intervalo de concentraces de 20 a 700 umol L™ e em acetonitrila/agua 70/30

v/v. Dados obtidos a A = 280 nm.
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Fonte: autora do trabalho
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Como pode ser observado na Figura 12 o pico simétrico apresentou um tempo
de retencdo de 13 min, com boa intensidade e sem encaudamento. A Figura 12b)
apresenta-se a curva analitica correspondente ao método cromatografico, que ajustou
os dados de area de pico com um coeficiente de correlacdo linear de 0,998, na faixa

de concentracéo entre 20 e 700 umol L.

5.3 Sintese e otimizacéo de sintese do MIP para VE

Inicialmente, testou-se o0 método de polimerizacdo por aquecimento
(termopolimerizacéo), tal como descrito na secao 4.1.1. Entretanto, os resultados
mostraram que o analito degradava na temperatura de sintese de 60°C, e desta forma,
optou-se por mudar o método.

Assim, passou-se a realizar a sintese por fotopolimerizacao, utilizando neste
caso radiacdo UV, tal como foi descrito na secdo 4.1.2. Porém, nem todas as
tentativas de sintese foram realizadas com sucesso. Dentre elas, o mon6mero
estrutural até entédo utilizado, EDGMA, e o mondémero funcional, 2-vinil-piridina, nédo
reagiram, e nenhum polimero foi obtido. Assim sendo, ambos compostos foram
substituidos, pelo TRIM (trimetilolpropano-trimetacrilato) e 1-vinilimidazol (MP16), que
apresentou uma energia de interagdo de magnitude média, sendo menor do que a 2-
vinilpiridina e maior do que a do acido metacrilico. Obteve-se pelo método de bulk um
polimero compacto e rigido, que ndo apresentava particulas de tamanho homogéneo.
Visando obter particulas mais homogéneas, alterou-se o método de sintese para o de
precipitacdo, que exige uma quantidade relativamente alta de solvente no meio
reacional. Nesse caso, as particulas se precipitam e apresentam maior
homogeneidade de tamanho. Adicionalmente, foram sintetizados MIPs com os
mondmeros funcionais acido metacrilico e acrilonitrila e todos foram avaliados na
extracdo do analito e caracterizados.

Com o intuito de verificar a eficiéncia de remocdo do VE dos polimeros
sintetizados, as solucbes do solvente de lavagem foram analisadas por

espectrofotometria UV-Vis a cada 24 h, como mostra a Figura 13.
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Figura 13 - Espectros de absor¢éo na regido ultravioleta para as solu¢des de limpeza do MIP (a) e do

NIP (b) utilizando acido metacrilico (mondémero funcional) e TRIM (mondmero estrutural).
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Fonte: autora do trabalho.

Como pode-se observar nos graficos da lavagem, (Figura 13) a remocédo da
molécula molde ocorre a partir de 48 h, pois ndo € mais observada a banda
correspondente ao analito (banda larga ao redor de 285 nm, que ndo aparece no
espectro do NIP). Para garantir também a remocao total dos componentes da sintese
gue ficaram em excesso, o0 procedimento adotado de limpeza a partir de entdo para
ambos os polimeros foi de 48 h; sendo as 24 primeiras utilizou-se uma solucdo de

metanol: &cido acético na proporcdo 70/30 (v/v) e as Ultimas, 24 apenas metanol.

5.4 Caracterizacoes

5.4.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Para caracterizar a estrutura do polimero molecularmente impresso, medidas
espectrométricas no infravermelho com transformada de Fourier foram realizadas com
o MIP e com cada um dos reagentes empregados para a sua sintese.

Os espectros na regido do infravermelho por reflectancia difusa (DR-FTIR)

foram obtidas através da diluicdo da amostra em KBr na proporgéo de 10:1 (m/m).
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As bandas observadas nos espectros provém basicamente de vibracdes de
estiramento (ou deformagdo axial), representada por v, ou de dobramento
(deformagdo angular), representada por &. As atribuicbes observadas estdo
detalhadas a seguir para cada espectro nas Tabelas 2 a 5, que contém a estrutura de

cada reagente envolvidos nas sinteses do MIP e de magneto-MIP.

5.4.1.1 Analito

A Figura 14 exibe as bandas de IV caracteristicas do VE. A banda em 3422 cm-
1 com estiramento do grupo carbonila e 1670 cm™ e estiramentos C=C aromaticos.
Em 3030 cm, observa-se os estiramentos C-H sp?, e de 2970 até 2850 cm™, os

estiramentos C-H sp®. O grupo éster é identificado pelas bandas em 1700 cm™

(estiramento C=0 da carbonila) e 1269 cm (estiramento C-O).

Figura 14 - Espectros no FTIR para o valerato de estradiol.
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Fonte: autora do trabalho.

5.4.1.2 Mon6mero funcional

O monb6mero funcional mais adequado para a sintese, ou seja, aquele que pode

interagir com os grupos funcionais do analito a fim de formar a cavidade seletiva, foi 0



48

acido metacrilico. As principais bandas nos espectros de FTIR do acido metacrilico
(Figura 15) séo devido ao estiramento O-H entre 3100 e 2800 cm™ e que se sobrepde
as absorcfes dos grupos C-H. A absorcdo mais forte do espectro corresponde a
carbonila, em 1729 cm™ (Figura 15). Em 3051 cm™ observa-se os estiramentos C-H
sp? e de 2970 até 2850 cm™! os estiramentos C-H sp3. Em 2350 cm™ o grupo CO2 do
grupo éster é identificado pelas bandas em 1723 cm™ (estiramento C=0 da carbonila)
e 1636 cm™ (estiramento v C=C). Em 1454 cm™* CHz, em 1454 cm™* d CHs, em 1292
cm? C-H, 1162 cm™, 940 cm™ e 812 cm d OH fora do plano.

Tabela 2 - Atribui¢do das bandas do espectro de IV para o0 monémero funcional utilizados nas sinteses
e os diferentes tipos de polimeros.

_ 3051 1723 1636 1292 1162,940 e 812
_ v CHsp® vC=C CH: C-H 6 OH fora do plano

Figura 15 - Espectros no FTIR para o acido metacrilico.
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Fonte: autora do trabalho.
5.4.1.3 Mon6mero estrutural

O espectro FTIR do mon6émero estrutural TRIM, conforme observado na Figura

16, expde todas as bandas devido a presenca do éster, que sdo as mais intensas
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(1715 e 1290 cm-1) e C-H sp? e sp® de estiramento e dobramento; além dos
dobramentos angulares referentes as ligacdes duplas em 1453 cm™.

Em 3424 cm™ observa-se os estiramentos C-H sp? e de 2970 até 2850 cm'?, os
estiramentos C-H sp3. O grupo C=0 ¢ identificado pelas bandas em 1725 cm

(estiramento C=0 da carbonila) e 1140 cm? (estiramento C-O).

Tabela 3 - Atribui¢do das bandas do espectro de IV para o0 mondmero estrutural (TRIM) utilizados nas
sinteses e os diferentes tipos de polimeros.

_ 2970-2850 1725 1453 1294e1160 940, 812 e 655
_ LCHsp® 1vC=0 & CH, vC-O0 & C-O forado plano

Figura 16 - Espectros no FTIR para o TRIM.
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Fonte: autora do trabalho.

5.4.1.4 Iniciador radicalar

Na Figura 17 pode-se observar o espectro FTIR do iniciador radicalar em 2972
cm® hd uma banda de estiramento C-H de intensidade fraca e seria banda de
estiramento intensa em 1260 e 1148 cm C-N, caracterizando a estrutura do iniciador

radicalar (Figura 17). O grupo azo nao apresenta absorcao no infravermelho.
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Tabela 4- Atribuicdo das bandas do espectro de IV para o iniciador radicalar (AIBN) utilizados nas
sinteses e os diferentes tipos de polimeros.

2972 1469 1387 1260 1148

Fonte: autora do trabalho.

Figura 17 - Espectros no FTIR para o AIBN.
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Fonte: autora do trabalho

Comparando os espectros de FTIR do TRIM e do MIP (Figura 18), observa-se
gue eles apresentam as mesmas bandas, exceto a banda, devido a presenc¢a do grupo

C=C em 1636 cm, onde ocorre a reagdo de polimerizacao.
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Figura 18 - Comparacgéo entre as bandas de FTIR do MIP com o TRIM, usado como mon6émero

estrutural.
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Fonte: autora do trabalho

Observa-se também nos espectros de FTIR do MIP e do TRIM, que a cadeia
polimérica é constituida basicamente pelo monémero estrutural, pela semelhanca
entre ambos os espectros. Adicionalmente, em 2970 cm! conserva-se no espectro do
MIP o estiramento axial de carbono sp®, em 1725 cm™ identifica-se a carbonila do
éster e 1160 cm™ de estiramento C-O. Todas as transicdes devido aos grupos
funcionais presentes no monémero estrutural também sdo observadas no espectro.

Como esperado, 0s espectros apresentam uma diminuicAo ou até o
desaparecimento das bandas mais intensas do monémero funcional (Figura 19) e do
iniciador radicalar (Figura 20), uma vez que o primeiro origina as cavidades seletivas
e 0 segundo € consumido para iniciar a reacdo de polimerizacdo. Além disso, a
auséncia de bandas correspondentes ao acido metacrilico € devido a baixa
concentracdo dele na amostra, que faz com que as intensidades das bandas do

mesmo sejam pequenas e sobrepostas pelos outros reagentes.
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Figura 19 - Comparagdo entre as bandas de FTIR do MIP com o acido metacrilico, usado como
mondmero funcional.
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Fonte: autora do trabalho

Figura 20 - Comparagdo entre as bandas de FTIR do MIP com o &cido metacrilico, usado como
monémero funcional.
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Fonte: autora do trabalho.
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Ao analisar as bandas do NIP e do MIP, tanto o convencional quanto o
magnético, Figura 21 e Figura 22, pode-se concluir que elas sdo as mesmas (ou seja,
correspondem ao mesmo material), mudando apenas o valor de sua intensidade.
Portanto, a cadeia polimérica do NIP também é constituida pelo monémero estrutural.
Além disso, comparando os espectros, vé-se que o analito foi removido da cavidade
seletiva do MIP, uma vez que as bandas correspondentes ao VE néo estdo presentes

e 0s polimeros apresentam bandas idénticas.

Figura 21 - Espectros no FTIR para MIP e NIP convencionais (n&o magnético).
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Fonte: autora do trabalho.

Ja para o magneto-MIP (MMIP) e o MIP convencional, apresentam bandas
similares no FTIR uma vez que ambos sdo formados pelo mesmo polimero, com a
diferenca que no MMIP as nanoparticulas magnéticas ficam confinadas no interior do
material e, desta forma, ndo aparecem no espectro registrado. Estes resultados

sugerem que o MMIP foi sintetizado com sucesso.



54

Figura 22 — Espectros no FTIR para MIP e NIP magnéticos utilizando &cido metacrilico (monémero
funcional) e TRIM (mon6mero estrutural).
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Fonte: autora do trabalho.

Tabela 5 - Atribuicdo das bandas do espectro de FTIR para os reagentes utilizados nas sinteses e os
diferentes tipos de polimeros.

NGmero de onda (cm™)

ATl Acido MIP/NIP MIP/NIP

VE P TRIM . -~
Metacrilico Convencional Magnético
v (OH) 3422 3051 3424 3628 3442
v (CH) 2937 2975 2968 2971 2973
v (C=0) 1699 1723 1750 1733 1723
v (C=C) 1621 1636 1636 1636 1636
v (CO) + & (OH) 1497 1454 1453 1387 1466
v C-O 1269 1162 1292 1140 1148
872 940 812 811 942
6 =C-H fora do plano - - - 970 -

v (0-Si-O - - - - 1095
v (O-Si-0) = - - - 990
v (Fe-0) - - - - 470

Fonte: PAVIA, D. L. et. al.
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5.5 Analise termogravimétrica

Com o intuito de verificar a estabilidade térmica de todos os materiais
sintetizados, realizaram-se analises termogravimétricas (TG) e de calorimetria
diferencial exploratéria (DSC).

Como mostra a Figura 23, as nanoparticulas apresentam um efeito de perda
de agua adsorvida na sua estrutura ao redor de 100 °C, fendmeno exibido pelo pico
endotérmico da DSC.

Além disso, a magnetita comega um processo de decomposi¢do nessa
temperatura, uma vez que ha diminuicdo na quantidade de massa, de
aproximadamente 15% a 100°C. Ha a decomposicao de quase 30% na temperatura
de 300°C.

Figura 23 - Curvas de TG e DSC para as nanoparticulas magnéticas.

100 — TG 1L,
—— DSC o
] o
95 - =
N
2
~
i c
L2
3 5
A g5 - 3
- =)
80 - <
@
S
75 42
=
L
70 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Fonte: autora do trabalho.

As curvas de TG e DSC para a segunda etapa de decomposicéo (FesOs@SiOz;
Figura 24) e a terceira etapa (Fe304@SiO2-C=C; Figura 25) apresentam perfis

semelhantes, uma vez que a composicdo majoritaria de ambos é a mesma:
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nanoparticulas recoberta por silica (SiO2). Esses materiais apresentaram uma boa
estabilidade, pois, com o aquecimento até 800°C, pode ser observada somente uma
pequena diminuicdo na massa (aproximadamente 16 %) processos exotérmicos ou

endotérmicos significativos.

Figura 24 - Curvas de TG e DSC para a segunda etapa da modificacdo das nanoparticulas
magnética com TEOS (Fez04@SiO0y).
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Fonte: autora do trabalho.
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Figura 25 - Curvas de TG e DSC para a terceira etapa da modificagdo das nanoparticulas
magnética com MPS (Fe304@SiO2-C=C).
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Fonte: autora do trabalho.

Como mostra a Figura 26, o MIP e o NIP convencionais (ndo magnéticos) sdo
estaveis até aproximadamente 200°C, pois a partir dessa temperatura se inicia o
processo de decomposicdo. A DSC apresenta uma caracteristica tipica para cada
material ja que ela mostra os processos exotérmicos e endotérmicos que ocorrem nos
polimeros (IONASHIRO et al, 2014).
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Figura 26 - Curvas de TG e DSC para a sintese do a) MIP e do b) NIP convencionais utilizando &cido
metacrilico (monémero funcional) e TRIM (monémero estrutural).
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O magneto-MIP (MMIP) e o magneto-NIP (MNIP) apresentaram maior
estabilidade, sem perda de massa significativa com o aumento da temperatura,
provavelmente devido a presenca de nanoparticulas de magnetita, cuja temperatura
de inicio de decomposicdo foi de 400°C e de um processo exotérmico em 600°C.
Pbdde-se observar também que a curva de DSC exibem perfis diferentes (Figura 27),
uma vez que a presenca das nanoparticulas magnéticas leva a formacao de materiais
mais estaveis se comparados as curvas dos MIP convencionais, que sofrem de varios

processos de decomposigao.

Figura 27 - Curvas de TG e DSC para a sintese do a) MMIP e do b) MNIP utilizando acido metacrilico
(monémero funcional) e TRIM (mondmero estrutural).
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5.6 Microscopiaeletronica de varredura com emissao
de campo (MEV-FEG)

Todos os polimeros sintetizados foram analisados por MEV-FEG com o intuito
de observar diferencas na morfologia, distribuicdo e caracteristicas superficiais das
particulas.

Na Figura 28 pode-se observar as nanoparticulas de magnetita obtidas nas trés
primeiras etapas antes da obtencdo do MMIP. Na primeira etapa (a), as particulas
estdo bastante aglomeradas. Além disso, 0 aumento no tamanho das particulas em
(b), deve-se ao recobrimento das mesmas pelo TEOS (FesO4@SiO2), que, na terceira
etapa (c), ao ser tratadas com MPS (Fes0s@SiO2-C=C) aumenta ainda mais o
tamanho devido ao processo de silanizacdo (insercdo de um grupo metacrilico).

Cabe ressaltar que a aglomeracéo das nanoparticulas sugere um efeito de alta
magnetizagdo, apresentando o mesmo perfil de outros materiais sintetizados pelo
grupo (UZURIAGA - SANCHEZ et al 2016).
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Figura 28 - Imagens de MEV-FEG com ampliacdo de 10.000X. a) magnetita; b) Fes0s@SiOz; e ¢)
(Fes04+@Si02-C=C).
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Fonte: autora do trabalho

Pela Figura 29, pode-se observar que as particulas de MIP e NIP convencionais
e das particulas hibridas apresentam um formato esférico e uniforme. Esse formato é
o esperado pelo fato de as primeiras terem sido obtidas pelo método de precipitacdo
e as hibridas, no formato core@shell.
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Figura 29 - Imagens de MEV-FEG com ampliagdo de 25.000X. a) MIP convencional; b) NIP
convencional; c) MIP magnético; d) NIP magnético; utilizando acido metacrilico (mondémero funcional)

e TRIM (mondmero estrutural).
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Fonte: autora do trabalho.

5.7 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

E importante caracterizar tanto as nanoparticulas de magnetita e os outros
produtos (Fes3Oa; FesO4@TEOS; FesO4@MPS) quanto os polimeros magnéticos com
0 proposito de verificar se ha conservacdo das propriedades magnéticas apés as
diversas modificagdes.

7

Na Figura 31 € possivel observar que para Fes30s, Fe3Os@TEOS,

s

Fes0s@MPS, MMIP e MNIP, ndo € observada histerese e nem magnetizagéo

remanescente, como esperado para materiais superparamagnéticos (SODIPO et al.,
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2016). No entanto, € possivel visualizar uma queda nos valores de magnetizacédo de
saturacdo. Para a magnetita (FesOa), ha um valor de aproximadamente 15,0 emu g,
enquanto que para o MMIP, esse valor cai para 2,0 emu g. Isso pode ser explicado
pelo recobrimento da nanoparticula, inicialmente, com TEOS, em seguida, com MPS
e finalmente com o polimero (MIP/NIP). Portanto, ha diminuicdo na forca em uma
maior quantidade de polimero e consequente maior recobrimento da nanoparticula
magnética. No entanto, foi observado, durante a realizacdo dos experimentos, que o
material continua fortemente magnético, sendo separado de maneira eficiente da

solucao utilizando-se um iméa de neodimio (Figura 30).

Figura 30 — Nanoparticula na auséncia e presenca de campo magnético.

Fonte: autora do trabalho.
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Figura 31 - Curvas de histerese magnética para FesO4 magnetita; FesOs@TEOS; FesOs@MPS, MMIP
e MNIP.
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5.8 Andlise pelo método BET da adsorcéao e
dessorcao de N2 dos polimeros magnéticos

Um dos principais parametros a ser avaliado quando se sintetiza polimeros
impressos € a sua porosidade, pois o volume do poro e a area superficial mostrardao a
principal diferenca entre o MIP e o NIP. Os poros consistem em cavidades seletivas
para o analito presente na estrutura do MIP, e que € responsavel pelo reconhecimento
molecular.

A técnica de adsorcao/dessorcdo de N2 usando a isoterma de BET foi utilizada
para verificar a formacéo e o tamanho dos poros dos polimeros pela medida de area
superficial, uma vez que uma maior area é diretamente proporcional a quantidade de
cavidades formadas.

Pela Tabela 6 pode-se visualizar que o MIP e o NIP convencionais apresentam
valores préximos areas superficiais, porém os polimeros magnéticos possuem valores
bem distintos de areas. Isso ocorre porque o polimero é sintetizado sobre uma

superficie nanomeétrica, o que deixa as cavidades seletivas mais expostas.
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Tabela 6 - Resultados da porosidade obtidos através das isotermas de adsorcdo (BET) para as
amostras MIP e NIP convencionais e magnéticos para o VE sintetizados por fotopolimerizacéo.

Area superficial / Volume médio de  Tamanho dos poros /
Material 5 & -l
m< g poros/cm=g nm
18,38 0,025 8,9
16,03 0,026 11,8
Magneto -MIP 41,19 0,081 8,1
Magneto-NIP 23,42 0,055 10,6

Fonte: autora do trabalho.

Os polimeros convencionais, MIP e NIP ndo apresentaram tanta diferenca nos
valores dos volumes médios dos poros. No caso dos materiais magnéticos, péde-se
se observar, atribuindo isto & formagcdo das cavidades seletivas, uma vez que séo
diferentes ao tamanho de poro apresentado pelos polimeros ndo impressos. A maior
area superficial para o MMIP, atribui-se as cavidades seletivas na superficie do
material. No caso do MIP, as cavidades se encontram confinadas no mesmo. Em
todos os casos, o tamanho de poro indica que se trata de materiais mesoporosos, com
tamanhos variando entre 2 e 50 nm (MARESTONI et al, 2016).)

5.9 Avaliacdo da eficiéncia do MIP sintetizado por
meio de experimentos de afinidade

Depois de sintetizados e lavados adequadamente, os diversos MIPs (com
diferentes mondmeros funcionais) tiveram suas eficiéncias avaliadas pela capacidade
de se religar ao VE. Antes da analise de afinidade propriamente dita, foram avaliados
alguns parametros, tais como concentragdo do hormoénio e melhor solvente para

religacédo do analito ao polimero.

5.9.1 Estudos de afinidade dos MIP pelo VE

Para escolher o melhor MIP, foi realizada a avaliacdo da eficiéncia de retencao
do analito pelos polimeros através de estudos de ligagdo. Neste sentido, também
foram realizados estudos para avaliacdo da especificidade de ligacdo do MIP para VE

em relacdo ao NIP. Estudos sobre a eficiéncia de retencédo do polimero e o seu fator
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de impressao (especificidade do MIP frente ao NIP em funcdo de sua cavidade
molecular) foram realizados por meio de analises em diferentes solventes a fim de

verificar qual a influéncia deste parametro no reconhecimento do MIP pelo analito.

5.9.1.1 Primeira Metodologia

E possivel analisar, segundo as Figura 32 e Figura 33, que a porcentagem de
VE retida para o monémero acido metacrilico foi muito pequena, menos de 1,5% e
gue nao houve diferenca significativa nas curvas de retencdo do MIP e NIP. Quando
se utilizou o mondémero 1-vinil-imidazol, a diferenca entre MIP e NIP foi menor ainda
se comparada com o 4cido metacrilico, embora a porcentagem de retencéo tenha sido
maior, ao redor de 11%. No entanto, esse valor ainda é muito pequeno e a diferenca
de retencéo entre os dois polimeros ndo é a adequada. Desta forma, foi avaliada uma

outra condicdo, que sera descrita no item a segquir.
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Figura 32 - Estudo de ligag&o no solvente metanol entre o valerato de estradiol e o polimero sintetizado

por fotopolimerizagdo com o mondmero funcional acido metacrilico.
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Fonte: autora do trabalho.

Figura 33 - Estudo de ligacao no solvente metanol entre o valerato de estradiol e o polimero sintetizado

por fotopolimerizacdo com o mondmero funcional 1-vinil-imidazol.
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Fonte: autora do trabalho.
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Nos estudos realizados no solvente acetonitrila, pode-se observar, nas Figura
34 e Figura 35, que a porcentagem de VE retida, tanto para o monémero acido
metacrilico quanto para o 1-vinil-imidazol, no solvente acetonitrila, foi maior, cerca de
30%, mas decaiu com 0 aumento da concentracdo. N&o foi possivel fazer a avaliacdo
desse resultado valores maiores do que 10 mg de polimero. Adicionalmente, houve
apenas uma pequena diferenca entre MIP e NIP. Este resultado observado, se deve
a que segundo estudos exploratérios neste trabalho, verificou-se que o VE se

degradava neste solvente.

Figura 34 - Estudo de ligagdo no solvente organico acetonitrila entre o valerato de estradiol e o polimero
sintetizado por fotopolimerizacdo com o mondémero funcional acido metacrilico.
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Fonte: autora do trabalho.
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Figura 35 - Estudo de ligag&o no solvente organico acetonitrila entre o valerato de estradiol e o polimero
sintetizado por fotopolimerizacdo com o mondmero funcional 1-vinil-imidazol.
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Fonte: autora do trabalho.

Quando foi avaliado o etanol como solvente de extracdo, pode-se observar,
segundo as Figura 36 e figura 37 que a porcentagem de VE retida no MIP sintetizado
usando o mondémero acido metacrilico foi maior, de até 80% e se manteve constante.
Com o aumento da concentracdo, a diferenca de retencdo entre os polimeros
aumentou. Inicialmente, para 0 monémero 1-vinilimidazol é observado o mesmo

comportamento, no entanto, em 10 mg de polimero, tanto MIP quanto NIP, houve uma

diminuicdo na porcentagem de retencéo.
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Figura 36 - Estudo de liga¢éo no solvente orgénico etanol entre o valerato de estradiol e o polimero
sintetizado por fotopolimeragdo com o mondmero funcional 4cido metacrilico.
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Fonte: autora do trabalho.

Figura 37 - Estudo de ligacéo no solvente orgénico etanol entre o valerato de estradiol e o polimero
sintetizado por fotopolimeriza¢cdo com o mondmero funcional 1-vinil-imidazol.
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Fonte: autora do trabalho

Os resultados da Figura 36, por serem promissores, mostraram que era

importante explorar estes experimentos com maiores detalhes. Assim, foi aumentada
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a quantidade de polimero para verificar se ocorria alguma diferenca entre os polimeros
impressos e nao impressos utilizando uma maior quantidade de massa. Desta forma,
passou-se a avaliar a segunda Metodologia, descrita no item 4.3 da parte

Experimental.

5.9.1.2 Segunda Metodologia

Ao utilizar uma maior quantidade em massa dos polimeros, como € possivel
observar nos cromatogramas da Figura 38, tanto para o MIP quanto para o NIP, a
intensidade dos picos permanecia igual, indicando que ndo houve retencdo nem
diferenciacdo dos polimeros pelo analito. Uma vez que ndo houve mudanca, conclui-
se que o problema era utilizar o solvente puro, assim, realizou-se um estudo de
solubilidade para os ensaios de ligacdo em misturas de solventes.

Mantendo as proporc¢des da sintese, utilizou-se uma concentracéo de 300 pmol
Lt do hormonio e testou-se as seguintes proporcdes de solventes (Tabela 7), em um

volume final de 25 mL.

Tabela 7 - Propor¢des utilizadas no estudo da solubilidade do VE (v/v).

Solugao H20 Etanol
10 90
30 70
70 30
90 10
50 50

Fonte: autora do trabalho.
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Figura 38 — Cromatogramas para o MIP (a) e NIP (b) preparados com &cido metacrilico e TRIM

(monémero funcional e estrutural, respectivamente) em diferentes concentracdes.
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Como observado na Figura 39, o horménio se mostrou soltuvel nas solucdes 1,
2 e 5 j& que ndo é soluvel em agua, e nestas proporcdes a quantidade de agua era

menor.

Figura 39 - Foto das soluc¢des preparadas de acordo com a Tabela 3 para avaliacdo da solubilidade do
VE.

Fonte: autora do trabalho.

Assim, uma vez que se mudou a proporcao dos solventes, foi construida uma
nova curva analitica (Figura 40), onde se observa que a concentracdo até entdo
utilizada de 600 umol L ndo estava mais dentro da faixa de linearidade (até a
concentracdo de 400 umol L'). Desta forma, novos estudos de adsorcdo foram
realizados usando 150 umol L' de VE.

Observando a Figura 41, € possivel concluir que a fase organica pura nao leva
a uma boa porcentagem de retencédo com NIP apresentando maiores valores do que
MIP.



74

Figura 40 - Curva analitica para propor¢éo etanol/agua (50/50-v/v) como solvente.
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Fonte: autora do trabalho.

Figura 41 - Porcentagem retencgéo de cada MMIP/MNIP para valerato de estradiol (150 pmol L) com
diferentes solventes organicos (acetonitrila, metanol e etanol).
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Fonte: autora do trabalho.
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J& nas proporcdes de fase organica com agua (Figura 42), pode-se concluir
gue a melhor proporcdo foi a de 90/10-v/iv metanol/agua, pois tem-se uma boa
porcentagem de retencéo (53 %), além de uma excelente diferenciacdo entre MMIP e
MNIP. Para o MNIP, que a porcentagem de retencé&o foi zero. Desta forma, esta foi a

mistura de extracdo usada para os demais experimentos.

Figura 42 - Porcentagem de retencdo de MMIP/MNIP pelo valerato de estradiol (150 umolL™?) em
diferentes proporcdes de solvente organico (acetonitrila, metanol ou etanol) e agua (organico: agua, v/v
nas proporc¢des 50/50, 70/30 e 90/10-v/v). M=0,27 mg
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Fonte: autora do trabalho

5.9.2 Avaliacdo da quantidade de massa para estudos de
afinidade usando os polimeros magnéticos

Com a proporcdo do MIP convencional otimizada (acido metacrilico como
mondmero funcional e na proporcdo 50/50 etanol/agua (v/v) seguiu-se com a
otimizacao dos polimeros magnéticos. A concentracdo do VE foi reduzida (300 pmol
L1), pois, como observou na curva analitica da Figura 39, a concentracéo a ser usada
estava muito alta.

Como descrito na secao experimental, foi realizada inicialmente a sintese de

nanoparticulas pelo método de co-precipitacédo e, depois, a sua modificagdo com o
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MIP, em um formato core@shell. Na modificacdo da superficie das nanoparticulas, o
TEOS é responsavel por revesti-las com uma camada de silica. Em meio basico, o
TEOS forma tetra-hidroxido de silicio [Si(OH)4], que contém grupos silandis (SiOH).
Esses grupos silandis polimerizam por condensacdo formando uma estrutura
tridimensional que se liga a superficie da nanoparticula, recobrindo-a. O MPS foi
utilizado a fim de funcionalizar as nanoparticulas com a insercdo de um grupo
metacrilico; por meio de uma reacdo de silanizacdo. Posteriormente, as
nanoparticulas foram recobertas pelo MIP/NIP por fotopolimerizagdo dando origem ao
magneto-MIP/NIP.

Com o intuito de maximizar a retencdo do VE no MMIP e MNIP, foram
otimizadas diferentes condicbes de reacdo: tempo de interacdo para atingir o
equilibrio, solvente de ligacdo e massa adsorvente. Em todas as etapas, as
guantificacdes foram realizadas por HPLC.

O segundo procedimento estudado foi a dosagem da massa do polimero para
reconhecimento do VE, com variacao de massa de 5,0 mg até 75,0 mg e concentracao

de VE fixa em 20,0 mg (300 umol L?); cujo resultado é apresentado na Figura 43.

Figura 43 — Avaliacdo de dosagem da massa de MIP e NIP (5,0 até 75,0 mg de polimeros) para
interacdo com solucéo de VE (300,0 umol LY).
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Fonte: autora do trabalho.
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O estudo da variacdo de massa mostrou que a porcentagem de retencédo do
VE permaneceu praticamente constante, de 20,0 até 75,0 mg para o MNIP, entretanto
para o MMIP a melhor diferenca em relacdo ao MNIP é em 5 mg.

Porém, a massa escolhida para trabalhar foi de 20,0 mg (onde a retencéo era
maior) pois a partir desta a retencao foi maxima e, a partir desse valor, mesmo com o
aumento da quantidade de massa ndo houve mudanca significativa na quantidade

retida.

5.9.3 Otimizacao do tempo de interacdo polimero - VE

O experimento (Figura 44) realizado foi para avaliar o melhor tempo de
interacdo entre o analito e o polimero, ou seja, o tempo de equilibrio; ocorre a
adsorcédo da maior quantidade de VE no MMIP. Estudou-se tempos entre 10 min e
300 min, sendo fixada a massa em 20,0 mg e a concentragéo de VE 300,0 umol L+*

em uma mistura dgua/etanol na proporc¢ao 50/50-v/v.

Figura 44 - Avaliacdo do tempo MMIP e MNIP (20 mg de polimero) para interagdo com solugéo de VE
(300,0 umol LY.
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Fonte: autora do trabalho.
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Pode-se observar que o melhor resultado foi o tempo de interacdo de 180 min
porque a retencdo, além de tornar-se estavel, foi maxima (cerca de 85%). Outra
observacéo interessante a diferenca no salto de % de retencéo, entre 150 e 180 min,
isso atingido o tempo de equilibrio de adsor¢do maxima (PORPINO, 2009).

5.10 Caracterizacao dos polimeros por experimentos
de afinidade por meio da analise de isotermas de
adsorcao

A isoterma de adsorcdo representa a quantidade de determinado soluto
adsorvido por uma superficie adsorvente. Esse ensaio de afinidade representa Q, a
guantidade em massa de analito retido por massa de adsorvente em funcéo da
concentracéo de soluto (PORPINO, 2009).

Para a construcao da isoterma de adsorcdo colocou-se em contato a solucéo
contendo o componente a ser adsorvido em diferentes concentracdes iniciais (de 20,0
umol Lt até 700,0 umol L) e em temperatura ambiente até o equilibrio (de 180 min),
com o adsorvente (20 mg dos polimeros). Assim foi possivel determinar a quantidade

de material adsorvido.
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Figura 45 — Isotermas de adsor¢cdo do MMIP e MNIP para a interacdo com solucdes de VE entre 20
até 700 pmol L.
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Fonte: autora do trabalho.

Como pode-se observar na Figura 45, obteve-se um excelente valor de
adsorcdo do MMIP pelo analito (24,3 mg g'), que aumentou gradativamente com o

aumento da concentracdo de solucdo padrao. No entanto, ndo houve praticamente
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uma diferenca significativa entre as adsor¢cdes maximas de MMIP e MNIP (24,3 mg g
),

Existem diversos tipos de isotermas, que podem ser agrupadas em seis
classes, enquadradas nos tipos de | a V da classificacdo proposta por Brunauer,
Emmett e Teller (GREGG; SING, 1982). Na Figura 46 é apresentado as isotermas.

Figura 46 - Isotermas de adsor¢do segundo a classificagdo de BRUNAUER, Tipo | -V, e segundo
PIERCE, Tipo VI.
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Fonte: SMISEK, M.; CERNY, S. Active carbon: manufacture, properties and applications. New York:
Elsevier, 1970.

A isoterma do tipo | pode ser observada a poucas camadas moleculares, onde
0s poros excedem um pouco o diametro molecular do adsorvente. As isotermas do
tipo Il e IV sdo as mais encontradas em medidas de adsor¢cdo, em sistemas né&o
pOrosos ou com poros no intervalo de mesoporos ou macroporos. O ponto de inflexéo
da isoterma corresponde a ocorréncia da formacao da primeira camada adsorvida que
recobre toda a superficie do material, na isoterma do tipo IV indica a presenca de
microporos associados aos mesoporos (RODELLA, 2001). Finalmente, as isotermas
do tipo Il e V estéo relacionadas as interacdes fracas em sistemas contendo macro e
mesoporos. Muitas equacdes tedricas ou semi-empiricas foram desenvolvidas para
interpretar ou predizer as isotermas. As equagbes de Langmuir, Freundlich e BET
(Brunauer, Emmett e Teller) sdo as mais utilizadas.

Contudo, o perfil das isotermas indicaram que 0s materiais adsorventes

correspondem ao Tipo Il (Figura 45), e que o0s materiais sintetizados sé&o
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mesoporosos, corroborando com os dados de adsorcao/dessorcdo de N2 da Tabela
6.

Adicionalmente, a inflexdo mais acentuada na isoterma do MMIP indicou que
as interacoes do analito com este polimero € maior do que aquelas apresentadas com
o MNIP. Neste caso, trata-se apenas de interacdes ndo especificas com um
mondmero funcional remanescente na superficie dos polimeros ndo impressos.

Finalmente, como nossos resultados indicam, o MMIP e o MNIP, possuem a
mesma capacidade de adsorcéo, estudos direcionados a eliminar a adsor¢gao néo

especifica do MNIP deverao ser ainda realizados.

6. CONCLUSAO

Foi possivel a sintese inédita de um MMIP para o VE, usando acido metacrilico
(MF) e TRIM (ME), contribuindo para a linha de pesquisa na area de polimeros
impressos ndo apenas no Brasil, mas também no mundo.

Todos o0s materiais sintetizados foram caracterizados, fisica e fisico-
guimicamente. Considerando que a sintese, otimizacdo da sintese e aplicacdo de
novos polimeros impressos nao sédo procedimentos triviais e consomem tempo
deveréo ser realizados estudos para se conseguir diferenciar a adsor¢géo nao-seletiva
entre o MMIP e o MNIP. Entretanto, o material sintetizado apresentou um excelente
magnetismo (2,0 emu gt), alta porcentagem de retencéo (superior a 80%) e Qmax
acima de 24 mg g*, indicando que é promissor para a realizagdo de estudos que
permitam avaliar a bio-acumulacdo de hormdnios deste tipo em ambientes aquaticos,

usando como base espécies aquaticas que absorvem este poluente.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Propde-se as seguintes atividades:

Avaliacdo da seletividade;

Aplicacdo em amostras reais;

Aplicagao do material obtido como fase sensora na construgéo de magneto-sensores

e como atuadores em magneto-imunoenssaios.
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