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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo principal desenvolver um método eficiente
para a preparacdo de nanoparticulas magnéticas decoradas/modificadas com
polimeros molecularmente impressos (MIPs-magnéticos) para ser empregadas como
material adsorvente, visando a determinagéo de biotina em leite.

O monoémero funcional para a sintese do polimero impresso foi selecionado a
partir de estudos de modelagem molecular, usando para tanto os programas
computacionais HyperChem® 8.0.5 e OpenEye®. Na sintese do MIP para biotina o
acido acrilico foi usado como mondémero funcional; etileno glicol dimetacrilato usado
como reagente de ligacdo cruzada, 2,2’-azo-bis-isobutironitrila como iniciador
radicalar e metanol como solvente porogénico. Também foi sintetizado um polimero
nNao impresso que serviu como controle para estudos comparativos. O polimero de
impressdo magnético para biotina e seu respectivo polimero sem impresséo
molecular, foram sintetizados sobre as nanoparticulas magnéticas através do
método core-shell, usando processo sol-gel com tetra-orto-silicato para permitir a
posterior silanizacdo das nanoparticulas de ferrita com silano-acrilato. A
caracterizacdo dos polimeros de impressdao magnéticos para biotina e polimero sem
impressdo magnéticos foi realizada por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier, histereses magnética; difracdo de raios X; microscopia
eletrbnica de varredura; porosimetria de adsorcdo de nitrogénio; e por estudos de
ligagédo para avaliar a capacidade de adsorgéo, a afinidade e seletividade do material
obtido, através dos parametros obtidos das respectivas isotermas de adsorcdo. A
seguir, 0 material foi satisfatoriamente aplicado na determinagao de biotina em leite
cru, leite desnatado e leite em p6 usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
para quantificacdo do analito, obtendo-se valores de recuperacao media de 87,4%.

Palavras-chave: Biotina, nanoparticulas magnética, polimeros impressos, isotermas

de adsorcao, leite.



ABSTRACT

This work aimed to develop an efficient method for the preparation of magnetic
nanoparticles decorated/modified with molecularly imprinted polymers (MIPs
magnetic) to be employed as an adsorbent material, for the determination of biotin in
milk.

The functional monomer for the synthesis of imprinted polymer was selected
from molecular modeling studies, using HyperChem® 8.0.5 and OpenEye®. Thus, in
the synthesis of the MIP for biotin, the acrylic acid was used as functional monomer;
ethylene glycol dimethacrylate used as crosslinking reagent, 2,2'-azo-bis-
isobutyronitrile as radical initiator and methanol as porogenic solvent. Non-imprinted
polymer was also synthesized in order to perform their comparative studies.

The molecularly imprinted polymers of biotin and the respective non-imprinted
polymer, were synthesized on the magnetic nanoparticles through the method of
core—shell using the process of sol-gel with tetraorthosilicate to allow the subsequent
silanization of iron-nanoparticles with 3-methacryloxypropyltrimethoxysilane. The
characterization of the magnetic materials (MIP and NIP) was accomplished by
Fourier transform infrared spectroscopy, magnetic hysteresis; X-ray diffraction;
scanning electron microscopy and porosimetry nitrogen adsorption. The binding
studies from the respective adsorption isotherms were perform to evaluate the
adsorption capacity, affinity and selectivity for the material obtained. The material
was successfully applied for the determination and quantification of biotin in the raw
milk, skimmed milk, and powdered milk using high performance liquid

chromatography and the recovery were obtained 87.4%.

Keywords: Biotin, magnetic nanoparticles, imprinted polymers, adsorption
isotherms, milk.
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1- INTRODUCAO

1.1. ConsideracOes Gerais

A tecnologia de impressdo molecular (MIT) tem desenvolvido polimeros com
alta seletividade e afinidade para espécies alvo por materiais de reconhecimiento
molecular, conhecidos como polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés
Molecularly Imprinted Polymers). A atencdo dada a estes materiais tem sido
consequencia de suas vantagens inerentes como, 0 baixo custo de sintese e as
elevadas estabilidades mecanica e quimica, além de um reconhecimento altamente
seletivo. Assim, aplicacdo dos polimeros molecularmente impressos (MIP) em
bioanalises [1], analises farmacéuticas [2-3], analises de alimentos [4], analises
ambientais [5-6], extracdo de fase soélida [7-9], cromatografia liquida de alta
eficiéncia [10-11] e sensores [12], tém sido relatadas na literatura. No entanto, na
sintese dos MIP pelo método de bulk, a mais tradicional e amplamente usada,
algumas desvantagens tém sido descritas, dentre elas podem ser citadas a
obtencdo de particulas com tamanho irregular, remocao incompleta do analito
(template), adsorgéo fraca, e cinética de ligacdo lenta [13]. Subsequentemente, foi
desenvolvida a tecnologia de impressdo superficial para poder eliminar as
deficiéncias dos MIP obtidos pelo método tradicional [14-20] . Assim, recentemente,
uma nova sintese por core-shell estd recebendo ampla atencdo, na qual a
impressdao molecular superficial (shell) é realizada sobre nanoparticulas
supermagnéticas (core). O material resultante (magneto-MIP) conserva suas

propriedades magnéticas, e, portanto, ainda pode ser facilmente manipulado por
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campos magnéticos externos, com a adicional vantagem de possuir em sua
superficie um material adsorvente seletivo (MIP) para realizar um reconhecimento
com elevada eficiéncia. Adicionalmente, o tamanho das particulas de magneto—MIP
obtidas por core-shell é pequeno, proporcionando uma elevada area superficial [21-
22]. Além disso, os sitios de reconhecimento situam-se na superficie do material,
facilitando a acessibilidade do analito as cavidades seletivas, religando mais
rapidamente, e sendo mais facilmente removido, quando comparado aos MIP
obtidos pelos métodos de sintese tradicional. Estas vantagens dos magneto-MIP
tornam estes materiais atraentes para uma ampla variedade de aplicacbes em
biotecnologia, técnicas de separacédo e desenvolvimento de sensores. Desta forma,
esperando que a quantificacdo de analitos usando estes materiais seja mais
sensivel e seletiva, devido ao grande numero de sitios de reconhecimento
localizados sobre a superficie dos MIP em cada particula de magneto-MIP [23], e em
matrizes altamente complexas, aproveitando a vantagem oferecida pelas particulas
magnéticas de poderem ser separadas apenas pela acdo de um campo magnético
externo, esta dissertacdo visa a sintese de magneto-MIP altamente seletivos a

vitamina Bg, também conhecida como biotina e sua aplicacao na deteccdo em leite.

1.2. As Vitaminas

As vitaminas sdo um grupo de substancias de estrutura quimica variada; sem
valor energético préprio; necessarias em pequenas quantidades; e que, muitas
vezes, 0 organismo humano € incapaz de sintetizar, e quando possivel, as sintetiza
em quantidades insuficientes; pelo que sua ingestdo exdgena se torna essencial.

Embora, sua ingestdo ainda que em pequenas doses seja necessaria, sua auséncia
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determinara o fracasso nos processos basicos e fundamentais do metabolismo
celular [24].

As vitaminas se dividem em dois grupos em funcdo de sua solubilidade,
sendo classificadas em vitaminas lipossollveis e vitaminas hidrossolaveis [24]. As
vitaminas lipossoluveis incluem as vitaminas A, D, E e K, enquanto que as vitaminas
hidrossoluveis incluem a vitamina C, ou acido ascorbico, e as vitaminas do complexo
B, entre elas, a tiamina, a riboflavina, a niacina, a piridoxina, a cobalamina, o acido
félico e a biotina. As vitaminas do complexo B estdo constituidas por um grupo de
moléculas de estrutura quimica muito heterogénea com variado peso molecular, que
oscila desde 122 Da para a niacina até 1.355 Da para a cianocobalamina. Neste

trabalho especificamente sera estudada a Vitamina Bg ou biotina.

1.2.1. Biotina

A Vitamina Bg, ou biotina, é composta por um anel biciclico de
imidazolidona e tetraidrotiofeno ligados a um acido valérico na cadeia lateral (Figura

1).

OH

O

Figura 1: Formula estrutural da Vitamina Bg, Biotina.
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A nomenclatura quimica deste composto é cis-hexa-hidro- 2-oxo-1,H-tieno
[3,4-d]-imidazol-4-acido pentandico. A estrutura molecular da biotina foi elucidada
por Kogl em 1937 e Du Vigneaud em 1941, e esta caracterizada por trés carbonos
assimétricos que leva a oito estéreo-isbmeros, dos quais apenas a
(D+)-Biotina € biologicamente ativa [25-26] . A férmula empirica é CyoH16N203S
(peso molecular de 244,3 g mol™) e a estrutura molecular foi confirmada em 1943
por Harris [27] que foi 0 primeiro em alcancar a sintese total desta vitamina [28].

A biotina por ser um acido fraco tem um valor de pK, de 4,51 e cristaliza na
forma de agulhas incolor, com ponto de fusdo de 230-232 °C.

A substancia é quase insolivel em solventes organicos; pouco solluvel em
agua (0,2 g L) e em etanol a 95%, viv (0,8 g L™); e solavel em solucdo alcalina
diluida. A biotina é estavel ao calor, porém pouco estavel a radiacéo ultravioleta. Em
solucbes de 9,0> pH > 4,0 a molécula da biotina também € estavel [28].

O corpo humano precisa cerca de 150 pg de biotina por dia, o que
normalmente esta contido na maioria das dietas. Ainda, sabe-se que 0 organismo
produz biotina através da ajuda alguns microorganismos intestinais [29], fornecendo
o total de biotina necessaria para o bom funcionamento do organismo.

A biotina é encontrada principalmente ligada a aminoacidos, tais como a
lisina, formando a biocitina (biotinil-lisina), que é transportada no sangue ligada a a e
B proteinas, como albumina e globulinas. Durante o catabolismo, ocorre a oxidacéo
da biotina, onde a funcédo de tio-éter forma sulféxidos de biotina [30].

A funcgédo bioquimica da biotina € atuar como grupo prostético em reacdes de
transferéncia de CO, mediada por carboxilases, formando uma amida com o grupo

e—amino do residuo de lisina especifica da enzima [31].
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A ligacao avidina-biotina é altamente estavel e irreversivel, com constante de
afinidade no valor aproximado de 10%, sendo considerada quase uma ligacdo
covalente [30]. Esta interacdo, ndo é afetada por alteracbes extremas de pH,
solventes organicos ou de agentes denaturantes, € amplamente empregada para
monitoramento de muitas substancias biologicas através de sua interacdo com
substancias previamente biotinadas [31], sendo a base de muitos imunoensaios e

imuno- e genossensores [32].

1.3. Magnetita

1.3.1. Estrutura cristalina

A magnetita (FesO4) € um 6xido de ferro com estrutura cristalina de uma

espinela cubica inversa (Figura 2).

Laguna

Figura 2: Estrutura cristalina da espinela inversa: Magnetita. Fonte: Aquino, 2010 [33].

Na magnetita, os atomos de oxigénio tem uma estrutura cubica compacta
(face centrada cubica), formando sitios octaédricos e sitios tetraédricos. Metade dos

locais octaédricos (B) sdo ocupados por Fe?* e a metade por Fe*. Ja os sitios
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tetraédricos (A) sdo ocupados apenas por Fe** [34]. Os fons ferrosos e férricos das
posicdes octaédricas compartilham elétrons da camada de valéncia permitindo que a

magnetita seja um composto ndo estequiométrico com alta condutividade [34].

1.3.2. Comportamento magnético

A magnetita € uma cerdmica com baixa coercividade ferrimagnética, que
significa ser um material magnético macio. O fator critico € a distribuicdo dos
momentos de rotacéo dos fons ferro. Os momentos do spin de todos os fons Fe*
nas posi¢des octaédricas estdo alinhados em paralelo uns aos outros; no entanto,

sdo dirigidas no sentido oposto ao dos fons Fe** das posicBes tetraédricas, que

também se encontram alinhados (Figura 3) [33].

8Fe3™
| I |

posiciones
tetra¢dricas 4

posiciones I I l I l l i I\S: 2
octaedricas B

vt 8Fe2™
8Fe3™

Fe

';"'---_51 =

Lh

/2

(%)

Figura 3: Alinhamento dos momentos magnéticos na magnetita. Fonte: Aquino, 2010 [33].

Isto ocorre como um resultado do acoplamento antiparalelo dos momentos
magneéticos dos ions Fe adjacentes. Portanto, 0s momentos magnéticos de rotacao

de todos os ions férricos se cancelam mutuamente e ndo contribuem para a

26



magnetizacéo do sélido. Contudo, fons Fe** tém os seus momentos magnéticos que
apontam na mesma direcao e a resultante total é responsavel pela magnetizacao do

material [34].

1.3.3. Nanoparticulas de magnetita

O tamanho das particulas é um fator importante no desempenho destes
materiais magnéticos, uma vez que uma reducdo no tamanho afeta os momentos
magneéticos resultantes e variam a magnetizacao, estes induzem ao desordem de
arranjos dos spins modificando assim as transices do campo . Assim, percebe-se
gue as propriedades magnéticas sdo definidas pelo tamanho, a area da superficie e
estrutura cristalina dessas particulas.

Devido a que nos materiais policristalinos, a orientacdo do cristal é muito
diversificada, é possivel que o0 momento magnético de cada cristal seja orientado em
diferentes direcdes, e ndo exatamente em antiparalelo [35]. Esta diversidade de
orientacdo origina que o aumento da energia magnetostatica da particula crie
paredes, separando os cristais em dire¢cdes paralelas e antiparalelas resultando em
diversos momentos magnéticos formando areas microscopicas conhecidas como

dominios (Figura 4) [35].
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Figura 4: Estrutura dos solidos ferromagnéticos de acordo com o tamanho de particula.

Adaptado: Castrillén Garcia, 2012 [35.]

Ao diminuir o tamanho das particulas de magnetita, consequentemente,
diminui-se o numero de dominios, de modo que, em uma escala nanométrica a
particula pode possuir apenas um dominio, nas quais observa-se perda de
magnetismo remanescente e coercitividade, devido a diminuicdo substancial na
magnetizagcdo de saturacdo. Portanto, de acordo com este raciocinio, hanoparticulas
magnéticas podem ser consideradas como um Unico cristal de magnetita que
possuem dominio Unico, apresentando com essas propriedades um comportamento
superparamagnético [36].

O fenbmeno de superparamagnetismo € um efeito que s6 se produze em
materiais com monodominios, apresentando uma curva de histerese de alta

magnetizacao de saturacao e zero de remanéncia, tal como mostrado na Figura 5.
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m—  Ferromagnético
wes  Paramagnético

w— Superparamagnético

Figura 5: Curva teérica do campo magnético para nanoparticulas superparamagnéticas,
ferrimagnéticas ou paramagnéticas, onde os parametros sdo indicados como:
campo coercivo (H), magnetizacdo de saturacdo (Ms) e magnetizacéo
remanescente (Mg). Adaptado: Castrillon Garcia, 2012 [35].

As curvas de histerese descrevem um ciclo de magnetizacdo, mesmo para
materiais sem magnetizacdo, quando € aplicado um campo magnético (H) externo,
registrando a variacdo do magnetismo até alcancar os valores da magnetizacédo de
saturacdo (Ms) que se produz com o alinhamento maximo dos momentos
magnéticos com o campo externo. Diminuindo o campo aplicado, a magnetizagédo
diminui para o valor de magnetizacdo remanescente (Mg), que apresenta um
material em um campo de valor zero. Ao variar a orientagdo do campo aplicado é
removida a magnetizacdo do material. O campo necessario para remover a
magnetizagdo de um material depois de ser submetido ao campo magnético externo

€ chamado de campo coercitivo (Hc) que vai aumentando continuamente até atingir
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um valor oposto ao da magnetizacdo de saturacdo, completando o ciclo que
representa a histerese do material [35].

As particulas de magnetita com tamanho entre 5-20 nm apresentam
comportamento superparamagnético e sédo ideais para multiplas aplicacdes que vao
desde as areas de eletrbnica, mecanica e Otica, até alcancar areas mais complexas
como a biomedicina [37]; onde nanoparticulas superparamagnéticas podem ser
utilizadas no tratamento de doencas, para o transporte de farmacos por liberacao
controlada [38]; imobilizacdo e separacdo magnética de entidades bioldgicas [39] ou,
até no tratamento de tumores por hipertermia [40]. No entanto, poucos estudos tém-
se concentrado em explorar a aplicabilidade deste tipo de nanoparticulas como
suporte para imobilizacdo de polimeros impressos e as suas possiveis aplicacdes

em analises de diversos tipos de amostras com matrizes complexas.

1.4. Polimeros Biomiméticos ou Molecularmente
Impressos:  MIP  (molecularly  imprinting
polymers)

MIP séo polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade a uma
molécula de interesse. Em geral, sdo facilmente obtidos, podendo ser sintetizados
de acordo com sua utilizacdo. Os MIP apresentam caracteristicas vantajosas de
estabilidade, robustez, seletividade, resisténcia a altas temperaturas e pressdes e
inércia quimica a &cidos, bases e solventes organicos. Em funcdo destas
caracteristicas, e dada a sua alta seletividade, estes polimeros tém sido bastante
empregados no preparo de amostras atuando como adsorventes em técnicas de
separacdo, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia [41], eletroforese

capilar [42], eletrocromatografia capilar [43], cromatografia em camada delgada [44],
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bem como em extracdo em fase sdlida (SPE do inglés “solid phase extraction”) [45]
e em microextracdo em fase sdlida [46], sendo adicionalmente muito empregados
nas areas bioldgica, farmacologica e alimenticia [47-48].

A seletividade dos MIP esta diretamente relacionada ao reconhecimento pelo
polimero de uma molécula de interesse, a qual foi empregada previamente como
molde no processo de sua sintese (Figura 6). O processo de impressao molecular é
geralmente realizado com a mistura de um mondémero funcional com a molécula de
interesse (analito), a qual serve de molde (template) para obter/formar as cavidades
tridimensionais a serem impressas no polimero. Neste processo, podem ocorrer
interacdes reversiveis entre os grupos funcionais ligantes da molécula molde e os
grupos funcionais do mondmero principal empregado na sintese. Apos esta etapa,
um reagente de ligacdo cruzada e um iniciador radicalar sdo adicionados para

estabilizar as ligacdes e iniciar a polimerizacéo [41-49].

Monémeros Funcionais
Matriz

L L i z Polimérica
L Complexagao k -\ Polimerizagéo e

Molde
/ Extragao

i Reconhecimento .
\( o /\ Molecular \ o =R

Sitio Seletivo

Figura 6: Esquema geral de sintese e atuacao do MIP (adaptado de MAHONY, 2005 [50]).
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A seletividade dos MIP depende fundamentalmente do processo de sintese
e, consequentemente, das variaveis envolvidas: monémero funcional, proporcdes
molares entre a molécula molde e mondémero funcional, tipo e quantidade de
solvente porogénico, quantidades do reagente de ligacdo cruzada e do iniciador
radicalar, tempo e processo de polimerizacdo. Um bom conhecimento do equilibrio
guimico entre os compostos envolvidos, da teoria de reconhecimento molecular e de
termodinamica sédo importantes para que seja obtido um MIP com elevado namero
de cavidades estrutural e funcionalmente seletivas a molécula alvo.

Desta forma, a otimizacdo dos parametros envolvidos na sintese é
essencial para a obtencdo dos MIP. Adicionalmente, no caso de MIP para moléculas
molde para as quais ainda néao existe um protocolo de sintese, ha a necessidade de
se conhecer profundamente todas as variaveis envolvidas e suas interdependéncias
[51]. De fato, para um dado analito, o0 mondémero funcional, o reagente de ligacéo
cruzada, o solvente porogénico e o iniciador radicalar, sdo de extrema importancia

na sintese do respectivo MIP.

1.4.1. Sintese de polimeros de impresséao molecular

O principio da impressao molecular é baseado em trés etapas principais:
A pré-polimerizacdo, que consiste na interacdo do mondmero funcional mais
adequado para a sintese, e 0 analito em estudo. Nesta etapa ocorre a formacéo de
um complexo estavel “monémero funcional — template”. O mondmero funcional
determina o tipo de ligacdo nos sitios impressos do polimero. Sua escolha depende
da natureza do analito, ou seja, 0 mondmero deve corresponder a funcionalidade da
molécula molde e as suas interacfes devem ser fortes o suficiente para realizar a

formacdo dos sitios de ligacdo, mas também, fracas o suficiente para permitir a
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retirada do molde de maneira a ndo destruir as cavidades de reconhecimento
formadas. Como a interacdo analito-monémero é governada por um processo em
equilibrio, quantidades superiores de monémero em relacdo a molécula molde
(geralmente razdes molares 4:1) devem ser empregadas com o intuito de se
deslocar o equilibrio para uma maior formacédo de complexos analito-monémero [42-
52-53]. Misturas de mondémeros funcionais também podem ser usadas para prover
cavidades mais especificas no polimero; entretanto, podem ocorrer
co-polimerizacdo e complexacdo do molde durante a sintese [53]. Desta forma, a
escolha do monémero funcional, ou, de uma mistura de monémeros deve ser
cuidadosa. A interacdo entre o analito e mondémero funcional pode ser por meio de
ligacbes covalentes ou ndo covalentes (Figura 7). Na ligacdo ndo covalente a
interacdo pode ser por ligacdes de ponte de hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo,

interacdo idnica, transferéncia de carga ou por interacéo hidrofébica [54].

Impressao nao-covalente

" ¢4

”

|

y .
- ! (:t_j.‘Polimerizagéo ) _extragdo
A ( ) . 8 ; solvente

Impressao covalente / semi-covalente ()

sintese do p
tgmplgtg h S . religamento
2 polimerizavel 3 Polimerizac&o extracdo covalente ou
= — i e Y. — nao covalente
g M R o clivagem
s quimica

Figura 7:

Principios da Impressédo Molecular. (A) impressdo ndo covalente. (B) impressao

covalente/semi-covalente. Fonte: Hayes e Davidson, 2002 [54].
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A Tabela 1 apresenta alguns monémeros funcionais usados na sintese de

MIP descritos na literatura para diversos analitos [52].

Tabelal. Mon6meros funcionais comumente empregados na sintese de polimeros impressos

molecularmente. Fonte: Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005 [52].

Interacdo com o analito

Monémero funcional Estrutura quimica

Acido acrilico OH I6nica e ponte de hidrogénio
0
. ) . on . o
Acido meta-acrilico -~ ~T|/ I6bnica e ponte de hidrogénio
0]
. I ,;L NH__ | -~ .
Amino-metacrilamida = “H’ “+’ NR» I6nica
0
= = I6nica, ponte de hidrogénio e
4-Vinilpiridina | _N transferéncia de carga
N
7 = I6nica, ponte de hidrogénio e
2-Vinilpiridina | .
= transferéncia de carga
,///’ _— I6nica, ponte de hidrogénio e
4-Vinilimidazol ' NH ~ .
coordenacéo de metais
Nt:_—;_/
N I6nica, ponte de hidrogénio e
1-Vinilimidazol N\ i .
N coordenacéo de metais
=/
/ NHQ
Acrilamida /\ﬂ/ Ponte de hidrogénio
0]

Na segunda etapa, inicia-se a polimerizacdo na presenca de um agente de

ligacdo cruzada ou monémero estrutural, o qual é o reagente que realiza a unido dos
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mondmeros funcionais para a formacdo do polimero, fornecendo a rigidez ao MIP.
Um dos reagentes mais utilizados € o etileno-glicol-dimetacrilato (EGDMA), que
desempenha diversas funcdes, tais como: controlar a morfologia da matriz
polimérica (macro porosa, gel, micro-gel), estabilizar as ligacdes impressas (ligacdes
molde-monémero funcional) e conferir estabilidade mecéanica ao polimero. Este
reagente € geralmente colocado em excesso (cerca de 80%), e seu carater funcional
deve corresponder ao do monbémero funcional, principalmente quando séo
empregadas misturas de monémeros [53].

Consta da Tabela 2 os reagentes de ligacdo cruzada mais utilizados na
sintese de MIP [52].

Para que se inicie a reacdo de polimerizacdo do reagente de ligacdo
cruzada em torno do complexo “template-monémero funcional” € necessario
acrescentar um iniciador radicalar (Tabela 3) ao meio. O iniciador radicalar €, por
sua vez, o reagente que fornece radicais livres na polimerizacao. Através da sua
decomposicdo térmica ou fotolitica, os primeiros radicais sdo formados. A
polimerizacao entdo se inicia quando estes interagem com as moléculas do reagente
de ligacdo cruzada e seu término ocorre ap6s o fechamento de toda a cadeia
polimérica. O controle da polimerizagdo € basicamente ditado pela velocidade de
formacdo destes radicais, pelo ajuste de temperatura ou radiacdo UV, e pela

composicao quimica dos compostos envolvidos [55].
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Tabela 2. Estruturas quimicas de reagentes de ligacdo cruzada comumente usados em

sinteses de MIP [52].

Agentes de ligagdo cruzada Estrutura quimica
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A estabilidade da temperatura € muito importante para obter um polimero bem

estruturado. Variagcbes bruscas na temperatura podem acarretar a formacao
descontrolada de radicais, bem como interferir na quantidade de nanocavidades
impressas comprometendo o desempenho dos MIP. O iniciador radicalar mais

empregado tem sido o 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN), porém outros podem ser
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utilizados como o azo-bis-iso-dimetilvaleronitrila (ABDV) e o acido 4,4’-azo-bis(4-
cianopentaendico) sendo sua escolha dependente da temperatura de sintese a ser
empregada e do analito.

Na terceira etapa o polimero resultante € moido (se necessario), peneirado
e submetido a uma lavagem com solvente para extracdo do analito, obtendo-se
assim o polimero de impressdo molecular. Durante o processo de quebra e trituracéo
do polimero, alguns sitios seletivos formados sdo parcialmente destruidos, o que
diminui a capacidade seletiva de retencao do polimero impresso [53].

O solvente de reacdo é um parametro importante na sintese de MIP que
tem como finalidade solubilizar os reagentes da sintese, além de contribuir na
formacdo adequada de poros e por essa razao, eles sdo conhecidos como solventes
porogénicos. Adicionalmente, é conhecido que o aumento do volume do solvente

porogénico na sintese do MIP aumenta a area superficial do polimero [53].
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Tabela 3. Estruturas moleculares dos iniciadores radicalares empregados na sintese de MIP

[52].
Iniciadores radicalares Estrutura quimica
2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) HiC i N=N CH;
H
CH;
Hi:C [ N H
Azo-bis-dimetilvaleronitrila (ABDV) Y N=N
H ) \—CH:\
] CN H:(:
OMe 0
Dimetilacetal de benzila
OMe O
0
7
Peréxido de benzoila (BPO) — 0—0
(}> @
”\\ CN CH;
Acido 4,4’-azo-bis (4-ciano pentaendico) > R ] ,W{ )
HO N=N
CHs CN OH

1.4.2. Métodos de polimerizacao

O método de polimerizacdo usado influi na morfologia do polimero obtido,
onde se pode obter particulas esféricas mono ou polidispersas [56], particulas com
tamanho de poro controlado [57], agregados aleat6rios de particulas [58], blocos
[59], entre outros. E importante mencionar que o método de polimerizacdo também
pode afetar o reconhecimento dos analitos por parte do polimero obtido. Assim, por

exemplo Pérez-Moral e Mayes [60] demonstraram que o método de polimerizacdo
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usado na sintese de polimeros de impressdao molecular, influenciaram no
reconhecimento do propranolol, usado como analito. Os procedimentos usados por
estes autores para a preparacdo dos MIP foram a polimerizacdo em bulk, em
suspensao, por precipitacdo, e por emulsdo em tolueno/agua. Alcancando, neste
caso, o melhor reconhecimento quando foi usado o polimero obtido por precipitacao.

Com base nisto, a continuacdo sao descritos os métodos de polimerizacao
mais utilizados na preparacdo de polimeros de impressdo molecular no campo da

guimica analitica.

1.4.2.1. Polimerizagcdo em bulk

A sintese em bulk foi o primeiro método usado na preparacéo dos MIP
[61]. O método consiste na polimerizacdo em meio homogéneo, de uma mistura
contendo, o analito (template), monémero funcional, agente de ligacdo cruzada,
iniciador radicalar e solvente porogénico, a qual se somete a uma polimerizacao,
gue pode ser iniciada tanto termicamente, como por radiacdo ultravioleta. Una vez
concluida a polimerizagcéo, se obtém um bloco de polimero que se tritura e peneira
para obter particulas micrométricas amorfas e com tamanho relativamente
controlado. Uma vez, obtido o polimero triturado, o analito é extraido das cavidades
geradas pela impressdo molecular do analito, liberando os sitios de ligagdo seletiva
no MIP.

O principal inconveniente desta metodologia reside na necessidade de
triturar e peneirar o polimero até obter o tamanho de particula desejada, devido a
gue no processo podem ser destruidas as cavidades seletivas, assim como material

€ perdido durante este procedimento.
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1.4.2.2. Polimerizagcao por precipitacao

Esta metodologia é anéloga a polimerizagdo em bulk, realiza-se
também em meio homogéneo misturando os reagentes, porém usando um volume
muito maior de solvente. Como consequéncia, as cadeias poliméricas em formacéao
nao sao capazes de ocupar o volume total do solvente, produzindo uma dispersao
de particulas esféricas de MIP dispersas na solucao [61-64].

Entre as principais vantagens deste processo de polimerizacao, além
da obtencéo das particulas esféricas, esta o alto rendimento de polimerizacao, uma
vez nao é necessario submeter o polimero obtido as etapas de triturado e tamisado.
Adicionalmente, tem sido comprovado experimentalmente que particulas obtidas
através deste método tem grande capacidade de religacdo da molécula e uma

distribuicdo mais homogénea dos sitios de ligagcao seletiva (cavidades).

1.4.2.3. Polimerizagcao por suspensao

Na polimerizagdo por suspensdo, se combinam um meio organico
hidrofébico no qual se encontra a mistura de polimerizacdo, e um meio dispersante
que pode ser organico ou aquoso e imiscivel com o anterior. O uso de uma fase
aguosa € muito menos frequente, ja que pode seriamente dificultar a interacao entre
o analito e o mondémero funcional. Assim, os dispersantes mais usados sao liquidos
perfluorados, devido ao seu elevado carater hidrofébico. A mistura de ambos meios
€ agitada, sendo geradas microgotas em suspensao nas quais ocorrem a

polimerizagao [64].
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A principal vantagem deste procedimento € que permite controlar o
tamanho das particulas obtidas, ja seja mediante a adicdo de um estabilizante
(polivinil-alcool ou liquidos idnicos), ou pelo controle da velocidade de agitacdo [65-

67].

1.4.2.4. Polimerizacao por inchamento (swelling) de duas etapas

O método de polimerizacdo por inchamento em duas etapas foi
inicialmente descrito em 1994 por Hosoya [68]. Este método se baseia na sintese de
particulas esféricas de latex (suspensao coloidal) em meio aquoso, e posterior
inchamento das mesmas pela formacéo de uma microemulsdo mediante a adicao de
dibutilftalato como agente plastificante. A seguir, as particulas de latex sao
colocadas na mistura de pré—polimerizacéo e, desta forma, se sintetiza una camada
de polimero em sua superficie. Este método produz particulas monodispersas de
tamanhos na faixa entre 2 e 50 pum. Os principais inconvenientes sao, a
complexidade das sinteses e a interacao por pontes hidrogénio desfavorecidas entre

analito e mon6mero funcional [61].

1.4.2.5. Polimerizagcao por core -shell

A polimerizag¢do por core-shell (nucleo — revestimento) € um realizado
processo em duas etapas que comega com a preparacdo de um nucleo (core) que
pode ser preparado a partir de uma grande variedade de materiais, por exemplo,
estireno, divinilbenzeno (DVB), acrilato de alquila, vidro entre outros. As particulas
de polimero sdo monodispersas e podem variar em tamanhos que vao desde 30 nm

atée 1 um de diametro. A seguir, 0 ndcleo é utilizado na segunda fase, quando &
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misturado com outro mondémero ou mistura de monémeros antes da polimerizacéo
(processo descontinuo) ou, no caso de um processo semicontinuo, o monémero é
adicionado dentro de um recipiente reacional que contém sob condi¢cdes controladas
as particulas de nucleo previamente obtidas. O tamanho, a morfologia e as
propriedades fisico-quimicas das particulas de polimero de nucleo-revestimento
pode ser controlada pela composicao e estrutura dos monémeros e as condi¢des de

reacao usadas [61].

1.4.25.1. POLIMERIZACAO POR CORE-SHELL USANDO PARTICULAS
MAGNETICAS

A introducdo de propriedades magnéticas nos polimeros de impressao
molecular em qualquer um de seus formatos como nanoparticulas, microparticulas,
em bulk, etc., converte aos MIP em materiais hibridos. Isto € possivel adicionando a
polimerizacdo do MIP, particulas magnéticas, de forma tal, que estas figuem no
ndcleo do material, apos a sintese do polimero impresso em sua superficie. Uma
das vantagens € recuperar o material da solucdo sem uso técnicas de separacéo, as
quais requerem um maior custo energético, tal como a centrifugacdo [69],
aproveitando apenas o carater magnético do material obtido.

Na Figura 8, mostra-se um esquema dos possiveis métodos de sintese

de MIP, descritos nas sessdes anteriores.
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(C)Polimerizacio por precipitacio (D)Polimerizacio porinchamento de
) ) duas etapas
.o ¢
:\‘“"b{ LI e ® ¢
(L . = %0
éuiz,/j L . .

(E) Polimerizagdo por core -shell

Figura 8: Representacdo esquematica dos passos sintéticos em diferentes procedimentos de

polimerizagdo. Adaptado: N. Pérez-Moral [60].

1.5. Emprego dos MIP como materiais

adsorventes

A extracdo em fase solida (SPE) € um método amplamente empregado
na extracdo e concentracdo de analitos, quando 0os mesmos estdo presentes em
baixos niveis de concentracdo; na remocédo de compostos interferentes em matrizes
complexas; e na mudanca do meio de solubilizacdo de um analito antes de sua
analise cromatografica [70].

Os materiais adsorventes utilizados na SPE podem apresentam baixa
seletividade em uma matriz complexa, pois neste caso, substancias interferentes de

polaridade similar ao analito podem ser retidas e pré-concentradas [70]. O emprego
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de MIP como material adsorvente na técnica de extracdo em fase solida recebe a
designacdo de extracdo em fase soélida com impressdo molecular (Molecular
Imprinting Solid-Phase Extraction, MISPE) [71] e € uma alternativa real ao uso de
adsorventes baseados em silicas funcionalizadas.

No geral, um procedimento de extracdo em fase solida consiste na percolacao
da amostra no material adsorvente disposto em cartuchos, onde a espécie de

interesse fica retida seletivamente quando do uso do MIP (Figura 9) [69].

Ativacio do Adicio  Remocio dos  Elucio do
sorvente da amostra 1interferentes analito
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Figura 9: Principais etapas empregadas na Extracdo em Fase Soélida (SPE) Fonte: Vicente, 2009

[69].

Em seguida, ao se analisar amostras complexas, faz-se necessario efetuar
uma etapa de limpeza (clean up) com um solvente adequado, no intuito de extrair as

espécies interferentes ligadas ao polimero por interacdes ndo especificas. Nesta
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etapa, a espécie de interesse ndo pode, nem deve ser, co-eluida. A etapa final
efetuada mediante a eluicdo do analito na auséncia dos interferentes [72-73]. Nestes
procedimentos, etapas de clean up e de pré-concentracdo sdo, quando possivel,
executadas simultaneamente, o que confere também aos MIP caracteristicas de
materiais pré-concentradores.

Para avaliar o desempenho dos MIP em técnicas de separacdo devem-se
considerar duas caracteristicas importantes: A capacidade seletiva do MIP na
presenca de interferentes; e o efeito de impressao do MIP para uma molécula molde
(template) em relacdo a um polimero ndo impresso, conhecido como NIP ("Non-
imprinted polymer") [73].

A capacidade de adsorcdo do MIP (Q, mmol g*) é calculada com base na
diferenca de concentracdo analito (biotina) antes e depois da adsorcdo em um
volume constante de solvente (metanol, neste caso) e uma massa constante de

polimero (MIP ou NIP), de acordo com a seguinte equacgéao (1):

__ (Co-Ce)v

v ®

Q

Onde C, é a concentracdo inicial do analito (mmol L™); Ce é a concentracdo apds a
adsorcdo; V € o volume da solugdo (mL); e M € a massa de MIP ou NIP (g). A
guantidade de adsor¢do aumenta com o aumento da concentracdo do analito, o que
representa a saturacao dos sitios ativos de ligacao do polimero.

O teste de seletividade € crucial para avaliagcdo da funcionalidade de um MIP,
uma vez que, este teste avalia a formacéo dos sitios seletivos, pois, ao expd-lo em

contato com um analito com estrutura similar, o MIP deve se ligar preferencialmente
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ao analito de interesse (biotina) enquanto que o NIP deve-se ligar igualmente aos
dois, visto que ndo possui a hanocavidade seletiva [74].

A seletividade de um MIP surge da diferenca entre a energia livre de adsorcao
de um substrato versus outro. A energia livre de ligacdo de uma molécula (molde,
analito ou interferente) pelo MIP é determinada pela equacéo de Gibbs (equacéo 2)

[75]:

AG = —RTInKp @)

Onde, Kp é 0 coeficiente de particdo da molécula no MIP dividido pela molécula na
solucéo, ou seja (equacéo 3):

Kp =g @)

A seletividade de uma molécula versus outra € quantificada pela razédo entre
os dois coeficientes de particdo Kp; e Kp, (para o substrato 1 e 2, respectivamente),

esta razdo € denominada fator de separacao (equacéo 4) [74].

Kpi1
a= 2t 4
Koy 4)

Para comparar o efeito de impressédo de compostos diferentes (MIP e NIP), os
efeitos de particdo encontrados para cada composto devem ser normalizados. Isto é
realizado por meio do fator de impressao | (equacdo 5). O valor de | € obtido da

razao entre o coeficiente de particdo de uma molécula em um polimero impresso,

K", e o coeficiente de particdo em um polimero ndo impresso, K, , utilizando-se
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para isso a mesma molécula e o mesmo mondémero funcional no polimero impresso
e ndo impresso. Neste caso, se K" >>> K}  melhor sera o desempenho seletivo

do MIP.

)

O fator de impressao obtido para o analito sempre deve ser superior a 1 e,
obviamente, maior que aqueles obtidos para os interferentes. Para se determinar a
seletividade de um polimero, toma-se a razdo do fator de impressdo para os dois
diferentes substratos, |, para o substrato 1 e I, para o substrato 2, desta maneira

obtém-se o fator de seletividade (S), conforme a equacao 6 [74].
I
S = (—1) (6)
I

1.6. Métodos experimentais para caracterizacao das

propriedades de afinidade de um MIP

Uma das estratégias para avaliar as propriedades de afinidade de um MIP,
se baseia em dados experimentais obtidos no equilibrio da interacdo entre o analito
e o polimero, os quais posteriormente serdo usados para gerar as correspondentes
isotermas de adsorcdo. Geralmente, este procedimento se realiza através da
incubagédo em série de quantidades conhecidas de analito em volume fixo de

solucéo e de massa de MIP, tipicamente usa-se entre 2 a 3 mg de polimero por cada
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mL de solucédo; durante um periodo de tempo necessario para alcancar o equilibrio

termodinamico da adsorcao [76], o qual deve ser previamente estudado.

Analito
rll>
Filtracio
Unizo do Analito Analito livre

Figura 10: Esquema do procedimento operacional para os experimentos de adsorcéo para

Mips convencionais [76].

O tempo de incubacdo para a maioria dos ensaios é o tempo necessario
para que se produza um 90% de religacdo do analito. A seguir, apds ter sido
alcancado o equilibrio, separa-se o0 polimero da solucdo por filtracdo ou
centrifugacédo, extraindo-se cuidadosamente o sobrenadante, no qual é quantificada
a concentracdo livre remanescente de analito [76], obtendo por diferenca a

guantidade de analito adsorvido no polimero.

1.6.1. Modelos adsorcéo

Existem diferentes modelos de isotermas de adsorcéo para caracterizar as
propriedades da interacdo de um MIP com seu analito. De fato, a capacidade e
habilidade de ligacdo de diferentes MIP e/ou NIP, podem ser comparadas pela
simples sobreposicdo de suas respectivas isotermas de adsorcéo, obtidas sob as
mesmas condi¢cdes experimentais. Assim mesmo, se for necessaria uma analise
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mais detalhada das propriedades da ligacdo, esta pode ser realizada pela
comparacao dos parametros fisico-quimicos, como a constante de associacao,
obtidos pela isoterma, cujo modelo mateméatico melhor se ajuste com os dados
experimentalmente obtidos.

De todos os modelos de isotermas existentes, os mais aplicados aos MIP,
por serem aqueles que se ajustam de uma forma mais satisfatoria aos dados

experimentais, sdo os modelos de Langmuir, Freundlich e Langmuir—Freundlich [77].

1.6.1.1. Modelo de Langmuir

A teoria de Langmuir € baseada em que a adsorcao tem lugar em sitios
homogéneos do polimero. Esta teoria assume que, quando una molécula de analito
ocupa um sitio, nenhuma outra adsor¢cado pode ocorrer nesse mesmo sitio. Portanto,
alcancara o valor de saturacdo quando ndo possa haver mais possibilidade de
adsorcdo de moléculas, por terem sido ocupados todos os sitios ativos de ligacao
[77].

No modelo de Langmuir a adsorcdo € um processo reversivel, com a
espécie adsorvida formando uma simples camada de moléculas, que ndo se
movimentam na superficie do adsorvente, podendo somente ser dessorvidas . Neste
modelo o processo € dindmico e a adsor¢do ocorre até que a taxa de adsorcéo se

iguala a taxa de dessorcao obedecendo a seguinte equacéo (7): [77]

Q — QmaxKaCe

(7)
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Onde Ka é a razdo entre a constante de adsorcdo e a constante de dessorc¢éao,
sendo uma funcédo da entalpia e da temperatura, C. € a concentracdo de analito
remanescente na solucdo apds os experimentos de religacdo. Para determinacgao
das constantes Qmax € Ka, @ equacéo de Langmuir (equacéo 7) pode ser linearizada,

ficando a expressdo matematica mostrada na equacéao (8) a seguir:

L+ —C, @

Q N K AQmax Qmax

A qual é comumente usada para encontrar os parametros fisico-quimicos da

interacdo entre o MIP e seu analito.

1.6.1.2. Modelo de Freundlich

E a isoterma que mais comumente se ajusta aos experimentos de
religacdo usando MIP. Foi apresentada em 1926 por Freundlich [77] como uma
isoterma de adsorcdo empirica para a adsorcdo nao ideal de moléculas sobre
superficies heterogéneas, assim como para quando sdo geradas multicamadas na
superficie do adsorvente. De acordo com este modelo, o calor de adsor¢cdo em cada
sitio de ligacao é diferente, devido a heterogeneidade superficial [78].

O modelo de Freundlich é estritamente empirico, e é descrito conforme

segue na equacao 9:

Q = KpC'/n 9)
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Onde K e n séo constantes. Kg € uma constante dependente da temperatura e da
entalpia do sistema. Similarmente, daquilo realizado para o0 modelo de Langmuir, 0s
termos podem ser rearranjados de maneira a linearizar a equacao (9) ficando como

mostrado na equacéao (10) a sequir:
Log Q = log Ky +%logCe (10)

1.6.1.3. Modelo de Lagmuir-Freundlich

A isoterma Lagmuir-Freundlich (L-FI) tem sido bem sucedida na
modelagem do comportamento de adsorcdo de muitos sistemas heterogéneos. O
modelo foi introduzido para os polimeros impressos pelo grupo de Umpleby [77].
Como o nome indica, a isoterma L-FI € uma composicdo dos modelos de Langmuir e
de Freundlich, e tem-se mostrado mais adequado para modelar o comportamento
dos polimeros de impressdao molecular, que os modelos de Langmuir ou de
Freundlich por separado.

Ao contrario das isotermas de Langmuir ou de Freundlich, a isoterma de
Lagmuir-Freundlich é capaz de modelar as caracteristicas de ligacdo destes
polimeros em baixas e altas concentragbes, para sistemas heterogéneo e
homogéneos [77]. L-FI descreve uma relagédo especifica entre a concentracdo de

equilibrio limite (B) e livre (F) em sistemas heterogéneos (Equacao 11), usando trés

coeficientes N1, a e m.

_ Nta F™

= 11
1+aFm D
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Onde, N; € o nimero total de sitios de ligacdo, a esta relacionada com a afinidade de
ligacdo média K, Através de K, = a™, pode ser obtido o valor de m, que é o indice de
heterogeneidade, sendo que o valor de m varia de zero a um. Valores mais

préximos de zero indicam sitios mais heterogéneos.

52



1.7. Objetivo

1.7.1. Geral

O objetivo deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas magnéticas decoradas

com polimeros molecularmente impressos para deteccao de biotina em leite.

1.7.2. Objetivos especificos:

1.7.2.1. Sintese, otimizacdo da sintese e caracterizacdo de nanoparticulas com alto

poder magnético.

1.7.2.2. Modificacdo das nanoparticulas magnéticas com MIP para biotina, através
de polimerizacdo em silica por core-shell ou por miniemulsdo com

mondmeros funcionais.

1.7.2.3. Avaliacdo da eficiencia do magneto-MIP, através de estudos de
seletividade frente a outras moléculas com estrutura analoga a biotina e

frente ao polimero controle NIP (Non-imprinted polymer).
1.7.2.4. Avaliacdo do potencial de aplicacdo das magneto-MIP na extragdo de

biotina em amostras de leite (cru, desnatada e em pd) a qual se adicionou

com biotina.
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CAPITULO 2
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2- PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Aparelhagem e instrumentacédo basica

As medidas de volume foram efetuadas com micropipetas Eppendorf® (10
— 100 pL) e (100 — 1000 uL). A vidraria utilizada no preparo das solugdes foi de grau
A e as pesagens foram realizadas em balanca analitica (Mettler-Toledo®) que possui
calibracdo externa e tara automatica, possibilitando pesagens rapidas e precisas.

O pH das solucdes tampao foi medido com pH-metro da Thermo Scientific®
(Orion 3 Star pH, Benchtop — USA) empregando um eletrodo de vidro combinado.

As vidrarias empregadas neste trabalho foram previamente lavadas com
uma solucdo de HCI 10% (v/v) por 24 h e posteriormente enxaguadas com agua
deionizada (> 18,2 MQ cm™) obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q ((Direct-

0,3)).

2.2. Reagentes e solucobes

Os reagentes usados para este trabalho foram de grau analitico e as
solucbes aquosas foram preparadas com agua deionizada obtida do sistema
descrito em 2.1.

No desenvolvimento do trabalho foram utilizados os seguintes reagentes
biotina e biocitina da Sigma-Aldrich®, biotina pentilaminada e (R)-NHS-SS-biotina
adquiridos da Thermo Scientific EZ-Link®; FeS04.7H,0, Fex(S0.)s.9H,0, NaOH,
NH4OH, acido oleico, dodecil sulfato de sddio, metacrilato de metila, persulfato de

potéssio, bisfenol A, acetonitrila, diisocianato de 4-difenilmetano, floroglucinol, tetra-etil-
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orto-silicato (TEOS), metacriloxi propil trimetoxissilano (MPS), acido acrilico (AC),
acido metacrilico (AMA), 1-vinilimidazole (1VI), agente de ligacdo cruzada etileno
glicol dimetacrilato (EGDMA), e como iniciador radical 2,2’-azo-bis-isobutironitrila
(AIBN, 98% sigma), todos da Sigma-Aldrich® Os solventes usados foram
dimetilformamida, acetonitrila, tolueno, metanol e &cido acético da VETEC®. Para a
extracdo da biotina em leite foi utilizado &cido sulfirico da Synth® e para a
preparacdo da fase movel usada pelo HPLC foi utilizado fosfato de potassio

(KH,PO,), da Mallincrodt® e 4cido fosférico da Synth®.

2.3. Simulacao Computacional empregada na
escolha do mondmero funcional para sintese

do MIP para biotina

Para a obtencdo de MIP altamente seletivos, é reconhecido que a interacdo
entre o mondémero funcional e o template € um dos fatores cruciais na sintese
satisfatoria destes materiais. Desta forma, as simula¢cées computacionais realizadas
focaram-se na obtencdo da informacédo que indicasse a maior afinidade entre a
biotina e diversos mondmeros comercialmente disponiveis e que sdo comumente
empregados nas sinteses de MIP para diferentes analitos. Para isto, foram
empregados 0s seguintes programas [51,79].

1) HyperChem® 8.0.5: Utilizado para modelagem das moléculas a serem
utilizadas na sintese dos MIP.

2) OpenEye® (pacote de softwares) contendo os programas: A) VIDA
3.0.0: Utilizados para visualizar as moléculas modeladas para conferir possiveis

erros de ligagbes entre atomos. B) Omega2: Gera diversos conférmeros das
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moléculas, o que torna possivel levar em consideracdo possiveis impedimentos
espaciais. Por padréao, sdo gerados 10 conférmeros da biotina, sendo escolhidos 3
ao acaso para realizar os testes simulatorios. C) Szybki 1.2.2: Programa que leva a
molécula até seu estado de menor energia e, portando, mais estavel.

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

4) Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital
PACkage) 2009: Utilizado para realizar as simulacdes propriamente ditas. Este
programa faz a aproximacao dos monémeros com a molécula que sera usada como
molde calculando a energia liberada, resultando assim a afinidade entre os mesmos.
MOPAC é um utilitario que emprega quimica quantica semi-empirica para 0sS
calculos de aproximacao.

E =Eas — (Ea + Ep) (11)

Onde; Eag representa a energia total do sistema contendo uma molécula de biotina
com a energia Ex € uma molécula do monémero com a energia Eg [79].

Assim, foram avaliados os 20 mondémeros mostrados na Tabela 4 os quais
foram nomeados de MP1 a MP20 para fins de simplicidade de analise dos

resultados.
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Tabela 4. Monémeros comumente usados nas sinteses de MIP e escolhidos para realizar as

simulacdes computacionais.

Sigla Monémero

MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno
MP2 Acido imidazol-4-acrilico
MP3 Etil-éster de imidazol-4-acrilico
MP4 Acido acrilico

MP5 Acrilamida (AA)

MP6 Acroleina

MP7 Alilamina

MP8 Acrilonitrila

MP9 Etileno glicol dimetacrilato
MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato
MP11 Acido metilenosuccinico
MP12 Acido metacrilico (AMA)
MP13 3-divinilbenzeno

MP14 4-divinilbenzeno

MP16 1-vinilimidazol

MP17 2-vinilpiridina (2-VP)
MP18 4-vinilpiridina

MP19 Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico
MP20 2-hidroxietil metacrilato
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2.4, Sintese dos magneto—-MIP pelo método de
mini-emulsao

2.4.1. Sintese da magnetita por co—precipitacao

Para a obtencdo das nanoparticulas magnéticas foi utilizada a sintese por co-
precipitacdo. Para tal, 0,01 mol de FeSO,4.7H,0 e 0,02 mol de Fe,(S0O,)3.9H,0 foram
dissolvidos em 80 mL de agua deionizada, com agitacdo mecéanica e em atmosfera de
nitrogénio a 80 °C [80]. O pH da mistura reacional foi mantido entre 9 e 12 com o auxilio
de uma solucdo de NaOH (2,5% m/v). Apos a reacao ter sido finalizada o precipitado foi
separado do sobrenadante por um ima de neodimio (5 x 5 x 50 mm) e finalmente
lavado com agua. A magnetita obtida foi misturada com &cido oleico na propor¢céo de
1/3 (m/m), respectivamente, e lavada com agua e etanol. A seguir a magnetita- acido
oleico foi armazenada em dessecador durante 3 dias para completa remocdo da

umidade.

2.4.2. Procedimento de encapsulamento da magnetita
Previamente a modificacdo das particulas magnéticas com o MIP para
biotina, as mesmas deveram ser encapsuladas em matriz polimérica de forma tal, a
oferecer uma superficie adequada a formacao do MIP em sua superficie. Para tal, o
meétodo proposto por Valero-Navarro e colaboradores [81] foi seguido. Assim, 2,0 g
de nanoparticulas de magnetita — acido oleico foram misturadas com 4 mL de
solucéo de n-hexano/cloroférmio (1:1, v/v), e em seguida, foram adicionadas a 450
mL de agua deionizada contendo 337,5 mg de dodecil sulfato de sodio (SDS). Esta
mistura foi mantida em gelo durante 10 minutos e em seguida, sonicada durante 20

minutos. A emulsao resultante foi transferida lentamente e com agitacdo mecanica
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para um frasco de gargalo duplo contendo 1,5 mL de uma mistura 40:60 (m/m) de
AA (&cido acrilico) e de EDMA (etilenoglicol dimetacrilato). O material resultante foi
agitado durante uma hora, e a seguir misturado com 180 mg de persulfato de
potassio (KPS). Para iniciar a polimerizacdo, a mistura foi aquecida a 65 °C em uma
atmosfera suave de nitrogénio durante 24 horas, o produto resultante foi lavado 6
vezes com agua deionizada, 5 vezes com acetona e 5 vezes com cloroférmio.

Obtendo-se o MIP revestido com o copolimero AA/EDMA.

2.4.3. Sintese de MIP

Para a sintese dos MIP, foram utilizados como reagentes: Biotina ou seus
derivados (0,20 mmol), bisfenol A (0,70 mmol), acetonitrila, diisocianato de
difenilmetano-4 (MDI) (0,82 mmol) e floroglucinol (0,33 mmol). A mistura foi dissolvida
em tetraidrofurano (8 mL) e, finalmente misturados com as nanoparticulas de magnetita
encapsuladas em MMA/EDMA (16 mg) em béquer de 50 mL.

A formacédo do MIP foi realizada sob agitacdo mecéanica e isento de luz (o
vidro foi protegido com papel de aluminio) durante 2 dias. Apds a polimerizacdo a
mistura resultante foi lavada com acetona durante 2 dias. O NIP (polimero de controle)
foi preparado da mesma maneira, porém sem a adicdo do analito. A remocao do
analito bem como dos reagentes remanescentes da sintese foram feitas através de
extrator soxhlet com solugdo de metanol/acido acético 9:1 (v/v) em intervalos de 48
horas. Por fim, os polimeros foram secos a 60 °C e estocados a temperatura
ambiente [81].

O processo completo e esquematico da sintese dos MIP-magnéticos para

biotina pode ser visualizado na Figura 11.
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Figura 11: Representa¢ado esquematica da polimerizagcdo em miniemulsao.

Adaptado: (Valero Navarro, 2011)

Sintese dos magneto-MIP pelo meétodo core-

shell

Apés preparar a magnetita ja explicada anteriormente, porém sem a adicao

de acido oleico [80], estas foram tratadas através do processo sol-gel com tetra-etil-

orto-silicato (TEOS) de forma a introduzir grupos silanos na superficie da magnetita

e permitir sua posterior silanizacdo. Para tal, 300 mg de magnetita foram dispersos

em 40 mL de etanol e 4 mL de agua ultrapura. A mistura foi sonicada durante 15

minutos, seguido pela adicdo de 5 mL de NH,OH a 28% (v/v) e 2 mL de TEOS,

deixando reagir por 12 h a temperatura ambiente com agitacéo constante. Finalmente, o

produto obtido foi lavado com agua ultrapura [82]. Na seguinte etapa, a silanizacdo da
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magnetita-TEOS foi realizada com 3-metacriloxipropiltrimetoxissilano (MPS), que
permitiu introduzir um derivado metacrilico (metacriloxi-) na superficie da magnetita,
com a finalidade de realizar a posterior polimerizacdo do MIP para biotina. Neste caso,
a porcao metacrilica do MPS servira como um agente reticulante (co-polimero) para a
polimerizacdo do MIP. Para isto, 250 mg de magnetita-TEOS foram dispersas em 50
mL de solucdo a 10% (v/v) de MPS preparada em tolueno, e deixadas reagindo durante
12 horas com agitacdo constante. A seguir, 0 material silanizado (core) foi lavado com
agua ultrapura [82]. Por ultimo, a preparacdo do MIP (shell) foi realizada pelo método
de precipitacdo. Para tal, em um baldo de vidro de 50 mL e de trés bocas foram
misturados a biotina (0,2 mmol), o acido acrilico (0,08 mmol) e 30 mL de etanol (que foi
usado como solvente porogénico). A mistura foi deixada reagir durante 12 horas a
25 °C. A seguir, adicionaram-se 200 mg de nanoparticulas de magnetita silanizadas
com o MPS e mantida sob agitacdo constante durante 3 horas. ApOs este tempo,
adicionaram-se a mistura 4 mmol de EDGMA, que também serviu como agente
reticulante, junto com a porcao metacrilato do MPS (ligado a magnetita) e 0,05 mmol de
AIBN usado como iniciador radicalar. A mistura foi sonicada por 10 min e o nitrogénio
permaneceu borbulhando-se pelas 24 horas em que durou a reacdo, de maneira a
impedir que o oxigénio interferisse na polimerizagdo. O baldo foi selado com
Parafilme® e devido & biotina sofrer degradacado por irradiacdo UV foi escolhido a
polimerizacao térmica a 60 °C [82]. O polimero resultante € um solido marrom, que
nao precisou ser separado através da moagem. A remoc¢ao do analito bem como
dos reagentes remanescentes da sintese foram feitas através de extrator soxhlet
com solucéo de metanol/acido acético 9:1 (v/v) em intervalo de 72 horas. Por fim, os

polimeros foram secos a 60 °C e estocados a temperatura ambiente.
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Uma ilustracdo esquematica para o processo de impressdo molecular da

biotina sobre as particulas magnéticas esta apresentada na Figura 12.

FeSOLTH:0 + FelSOSHO g TEOS on __MPs i
(~ _’ = __' i
NHs.H,0 " NH3.H,0 ~OH ~o” NN o
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Y7 Extracio de analito
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Figura 12. Representacdo esquematica da preparacdo do polimero molecularmente impresso

para biotina sobre nanoparticulas magnéticas.
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2.6 Reacdes envolvidas na sintese pelo método

de core-shell
2.6.1. Obtencao das nanoparticulas de magnetita

Nanoparticulas de 6xido de ferro foram sintetizadas através do método de
co—precipitacdo do Fe* e Fe®" que pode ser seguida de uma oxidacdo parcial de
Fe*? ou de uma reducdo parcial de Fe*®. A oxidac&o se produz pela adicdo de uma
base (agente oxidante), a qual desprotona os ligantes do aquocomplexo de ferro,
formando ligantes hidroxila, para posteriormente produzir a condensacgéo e formacéo
do oxido. A magnetita precipitada, de coloracdo preta, e dada pela reacao quimica

(2):

2+ 3+

Fe +2Fe +80OH —Fe O, +4HO 1)

A precipitacdo completa de Fe3O,4 acontece entre pH 9 e 14, mantendo a
proporcdo molar entre Fe** e Fe?* de 2:1. O controle de tamanho, forma e
composicdo das nanoparticulas € dependente do tipo de sal utilizado (cloreto,
sulfato, nitrato, etc.) neste caso, foram utilizados sais de sulfato de ferro [83].

Uma temperatura de reacédo incorreta poderia contaminar o produto com
outros 6xidos de ferro indesejaveis, como por exemplo, a maghemita ou hematita.
Neste sentido, a qualidade da sintese ser& pela caracteristica magnética, que sera
apresentada no item 3.3.4., desta Dissertacao.

Além disso, a temperatura também influi no crescimento das particulas,
quanto maior é a temperatura de aquecimento, as particulas crescem mas no tempo

de reacao. Em relagéo ao tempo de aquecimento, quanto maior tempo se mantenha
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a dissolucdo dos sais de ferro, as particulas também apresentardo um maior
tamanho devido a acumulacéo de particulas sobre os nucleos originados [84].
Assim, o tamanho das particulas obtidas seguindo a sintese por
co-precipitacdo descrita na parte experimental foram avaliados com experimentos
realizados por microscopia eletrbnica de varredura descritos no item 3.3.1., desta
Dissertacdo, mostrando que seguindo este procedimento realmente obtiveram-se

nanoparticulas magnéticas.

2.6.2. Modificacdo das nanoparticulas magnéticas com

TEOS pelo processo sol-gel

2.6.2.1. Hidrolise de TEOS por catalise basica

Para obter as nanoparticulas magnéticas revestidas com silica para
posterior silanizacédo e polimerizacdo do MIP, utilizou-se o processo de sol-gel, que
tem como primeira etapa a hidrélise do alcoxido tetra-orto-silicato (TEOS) catalisada
em meio alcalino (reacdo 2), e liberando seu alcool correspondente, formando assim

varias moléculas de tetra-hidréxido de silicio (Si(OH),) [87].

DEt OEt +EO QEt
Of |_ + | ..l—." -_—
\,an HO----§i----OEt WO
Eo™ “0OEt S\ HU\‘V ~OEt
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2.6.2.2. Condensacdao do tetra-hidréxido de silicio

A seguir os grupos silandis (Si-OH) polimerizam por condensacao
formando estruturas tridimensionais unidas entre si, por ligacdes de siloxano (Si-O-

Si) com eliminacao do agua (reacéo 3) [85].

OH OH TH T“

S 4, tHO©
Si S HOPE . A 'VJDH
S HO* OH

Esta polimerizagdo provoca a ligacdo dos grupos siloxanos sobre a superficie
das nanoparticulas magnéticas através dos oxigénios disponiveis nestas, ficando

revestidas, tal como esquematizado na Figura 13.

Figura 13: Estrutura da magnetita revestida com grupos Si-OH.
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2.6.3. Silanizacao das nanoparticulas magnéticas

modificadas com TEOS

Apds obter as nanoparticulas de magnetita revestidas com grupos silanais,
foi possivel realizar sua funcionalizagao com o] silano 3-
metacriloxipropiltrimetoxissilano (MPS) por meio de uma silanizagdo. Desta maneira,
sendo o produto resultante um silicato metacrilico com eliminacdo de metanol

(reacéo 4) [85].

w o ]
H \ £
e ' |
i\oo 0 0— H 0 _CHy -CH.0H 0 S\' 0 Si
H ™0 T HyC Po—cH e 0= ¢ ; O\ (4)
R 0NN i N, ks o
3 |
Y f‘ 0

CHy 0

2.6.4. Polimerizacao do MIP seletivo a biotina sobre

nanoparticulas magnéticas

Para sintetizar o MIP para biotina sobre as nanoparticulas magnéticas
previamente silanizadas, foi seguido o procedimento descrito no item 2.5. Para tal, é
importante ressaltar que a iteracdo entre o analito (biotina) e o monémero funcional
(acido acrilico, AA) escolhido pela simulacdo computacional, interagiram por pontes
hidrogénio, e que o reagente de ligacdo cruzada (EGDMA) atua como um monémero
estrutural uma vez que ele cria uma estrutura polimérica tridimensional que preserva
0s grupos do monémero funcional em uma posi¢éo fixa e complementar a molécula
molde, garantindo rigidez e estabilidade aos sitios de ligacéo, por isto, 0 EGDMA

deve ser utilizado em excesso em relacdo a quantidade de monémero funcional, a
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fim de que a estabilidade mecéanica do material seja garantida. Com base nisto, foi

utilizada a relagcdo molar entre a molécula molde : mondmero funcional : monémero

estrutural de 1:4:20, uma vez que a mesma tem sido rotineiramente empregada em

impressao molecular [52-53].

Adicionalmente, neste caso, o silano metacrilico foi também utilizado como

co-polimero da reacdo, podendo-se ligar com o mondémero funcional (AA) ou o

EDGMA, de modo que as nanoparticulas magnéticas figuem no ndcleo na

polimerizacao do MIP .

A iniciacdo do processo de polimerizacdo somente € possivel quando

radicais livres estdo presentes no meio reacional [52]. Neste sentido, a presenca do

iniciador 2,2°-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) fez-se necessaria uma vez que esta

substancia sofre reacdo de homolise por irradiagdo UV ou por aguecimento a 60 °C,

para gerar os radicais livres necessarios, conforme mostra a Figura 14.
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Figura 14. Polimerizacéao via radical livre do mondmero funcional acido metacrilico com AIBN

como iniciador radicalar. Fonte Sellerger , 2001.
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Desta maneira, 0s grupos vinilicos do monémero acido acrilico, do
co-polimero do silano, e o0 mondémero estrutural (EDGMA) que possuem pares de
elétrons que podem ser facilmente atacados pelos radicais livres do iniciador

radicalar poderdo dar andamento a polimerizacéo (Figura 15) do MIP para biotina.

Figura 15. Esquema proposto para a obtencdo do MIP magnético para biotina, obtido pelo

método de core-shell.

2.7. Caracterizacao dos polimeros de impressao

molecular MIP e dos correspondentes NIP

2.7.1. Caracterizacdo morfologica dos MIP atraveés da
técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV)

Para isto, as medidas foram realizadas em um equipamento MEV da JEOL

modelo JSM 7500F. As amostras primeiramente foram dispersas em alcool
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isopropilico, logo foram colocadas no STUB do equipamento que continha um
substrato de silicio, para dar devido contraste. A seguir, foi adicionada cola de
grafite, e os STUB colocados no porta-amostra do microscépio eletrénico de

varredura, para realizar as medidas.

2.7.2. Caracterizacao dos polimeros por espectroscopia no

infravermelho

As andlises de caracterizacdo dos polimeros por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas no instituto de
quimica da UNESP, utilizando o equipamento Varian® 660-IR FT-IR Spectrometer,

com aplicacao direta na amostra.

2.7.3. Analise por adsorcdo e desorcao de N, (método

BET) dos polimeros impressao magnéticos

Para a medicdo da area superficial especifica e do tamanho dos poros
usou-se 0 equipamento Micromeritics GEMINI-VII, serie t, do Laboratorio de
Investigacion de Fisicoquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidad Nacional
de Ingenieria em Lima — Peru. O equipamento permite o registro da isoterma de
adsorcdo em todo o intervalo de pressbes parciais utilizados (P/Py). Foi utilizado
nestes experimentos N, como gas de analise (gas N2, 99% AGA Thermolene®). A
area da isoterma BET, foi calculada no intervalo de pressao (P/P,) entre 0,05 e 0,33

que corresponde a adsor¢cdo de uma monocamada. Os pontos de equilibrio foram
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medidos pelo programa GAS MICROMERITICS totalizando 50 pontos, com um
tempo de equilibrio em cada ponto de 7 s. Antes da adsor¢cao, as amostras foram foi
degaseificadas sob vacuo, durante 2 h a 80 °C, a fim de remover a agua e as

impurezas da superficie.

2.7.4. Analise de magnetometria de amostra vibrante
(VSM)

Para a caracterizacdo magnética foi usada o equipamento LakeShore VSM
série 7300 do Centro Atomico Bariloche, Divisdo de Resonancias
Magnéticas, Argentina. As andlises VSM foram realizadas a fim de estudar as
propriedades magnéticas dos magneto-MIP e das etapas da sintese. Curvas de
histerese de todos os materiais foram obtidas, mostrando a saturacédo remanente e o

campo coercitivo.

2.7.5. Analise por difracdo de raios X (DRX)

Para a identificacdo cristalografica da magnetita pela técnica DRX usou-se
o0 equipamento DIFFRAC PLUS XRD Commander, da SIEMENS modelo D5000,
instalado no departamento de Fisico-Quimica do IQ/CAr. Tal equipamento é
composto por dois gonibmetros (é um instrumento de medida em forma semicircular
ou circular graduada em 180° ou 360°, utilizado para medir ou construir angulos),
sendo um para medidas de difratometria em amostras solidas, com geometria
BRAGG - BRENTANO, 6-20, radiacdo Cu K, com detector de cintilacdo e

monocromador de grafite que eleva a sensibilidade através da otimizacdo da
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relacdao entre pico e linha base, e o outro para medidas de difracdo com
tratamento térmico, utilizando detector PSD (Pulse Shape Discrimination)
multicanais, trabalhando com angulos de varredura entre 10 e 80° a uma velocidade

de 0,04° s para os magneto-MIP.

2.7.6 Caracterizacdo dos polimeros por experimentos de

afinidade

Para a realizacdo dos estudos de afinidade, através da capacidade de
retencdo da biotina pelo magneto-MIP, foram usadas cinco solucfes padrdao de
analito. Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente pela mistura de
10 mg de polimero (material adsorvente magnético) e 50 mL das diferentes
solucBes de concentracdo conhecida de biotina variando as concentracdes entre 5
mg L e 100 mg L™. Para isto, a mistura foi agitada mecanicamente por 120 min, e
separada por um ima de neodimio e, o sobrenadante filtrado em membrana
Milipore® 0,45 um e analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Para estas andlises foi utilizado um sistema cromatografico da Shimatzu® com
detector UV e injecdo automatica. As analises cromatogréaficas foram realizadas no
modo isocratico com fase mével composta por 25 mmol L™ de Na,H,PO, : metanol
(80:20, v/v) usando coluna Luna C18 (5 pm, 250x4,60 mm) da Phenomenex® . O
fluxo foi mantido em 1 mL min™ & temperatura ambiente (25 °C) e deteccdo UV a
210 nm [86]. As solugbes de concentragcdo conhecida de biotina para estes
experimentos de afinidade foram preparadas em 3 mL de agua quente e
completando o volume com etanol até 10 mL, obtendo concentracdes finais variando

entre 5,0 mg L* e 100 mg L™

72



As solucbes padrdo de biotina e dos interferentes usadas na
cromatografia foram preparadas com a mesma proporcdo de 1:9 (agua quente e
metanol). Desta forma, foi possivel determinar a quantidade de biotina ligada no
polimero (Q, mmol g*') subtraindo a concentracdo livre de biotina (C) da
concentragdo inicial (C,), considerando o volume de solvente e a massa de
polimero, tal como descrito na equacdo 1. Com estes valores foi possivel obter as

isotermas de adsorcao apresentadas no 3° Capitulo desta Dissertacao.

2.8. Aplicacao dos magneto-MIP em amostra de leite

Para a andlise de amostras de leite usando os magneto-MIP, amostras de
leite cru, obtida diretamente de uma fazenda; leite desnatado e leite em p0, obtidas
do comercio local, foram propositalmente contaminadas com biotina em uma
concentracdo de 0,5 mg g™*. Para isto, 2 g de leite foram misturados com 1 mg de
biotina, foram adicionados 100 mL de &cido sulfirico 1 mol L™ e agitados durante 30
minutos a 120 °C. A mistura foi deixada esfriar a temperatura ambiente e o pH
ajustado entre 6 e 7, utilizando uma solugdo de NaOH 2 mol L. Finalmente, a

mistura foi filtrada, quando necessario [87].
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Simulagdes computacionais: Obtencado dos
dados teodricos para escolha do monbémero

funcional

Foram realizadas simulacfes computacionais para avaliar a interacdo da
biotina com os 20 mondmeros propostos, as quais foram realizadas em duplicata
com a finalidade de obter resultados confidveis e comparaveis. Para cada
monomero foram empregados trés conférmeros diferentes para avaliar de forma
mais precisa as possibilidades de interacdo entre as diferentes conformacdes do
mondmero e o analito. Cada simulagcado durou em média 26 horas.

A energia de interacdo entre a Biotina e 0s mon6meros esta apresentada
na Figura 16 onde se verificam as forcas atrativas (E<0) entre a biotina e 0s

diversos mondmeros.
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Figura 16. Resultados da modelagem molecular entre a biotina e os 20 monémeros
apresentados na Tabela 4.

Os mondmeros 8 (acrilonitrila); 1 (N,N'-Metilenobisacrilamida), 3 (étil éster de
imidazol-4-acido acrilico) e 4 (acido acrilico) sdo os mais adequados para interacao
com a biotina visto que apresentaram maiores energias de interacdo. Ja os
mondmeros 15 (estireno) e 19 (2-acrilamida-2-metil-1-acido propanossulfénico)
apresentaram o pior resultado, uma vez que a energia de ligacdo € menos negativa
e com isto, a interacdo sera menos espontanea.

Os resultados da simulacdo computacional aparentemente sdo satisfatérios,
visto que, como na estrutura da biotina existem atomos de nitrogénio e enxofre, é
explicavel a afinidade por mondmeros que possuam caracteristicas acidas, o que
explica a forte interacdo entre a molécula de biotina e os mondémeros 8 e 4
comparado com os mondmeros 20, 15 e 19.

Para comprovar a eficacia da simulacdo computacional, foram sintetizados
trés polimeros distintos, variando-se entre eles somente o mondmero. Para tal,

foram escolhidos para serem utilizados na sintese desses MIP, um mondmero da
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classe com maior energia de interacdo (4, acido acrilico), um monémero
intermediario (16, 1-vinilimidazol), um monémero da classe de menor energia de
interacéo (12, acido metacrilico) (figura 17). Deste modo foi possivel avaliar o quanto

os dados da modelagem molecular sdo representativos e eficientes.

=~
N I
MIP4 | OH MIP16 NN MIP12 H\ﬂ/OH
~=/ I
0
Acido acrilico (AA) 1- vinilimidazol (1VI) Acido metacrilico (AMA)

Figura 17. Estrutura quimica dos monémeros usados neste trabalho.

3.2. Caracterizacdo dos MIP sintetizados

3.2.1. Caracterizacdo morfoldgica atraves da técnica de

microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Conforme descrito na sessao experimental foram sintetizados varios MIP
com os mondmeros MIP4, MIP16 e MIP12, seguindo o resultado da simulacdo
computacional, assim como foram empregados diversos métodos de sinteses para
modificacdo das nanoparticulas magnéticas, a mini-emulsdo e por core—shell.

Pode-se observar que usando a sintese por mini-emulsédo, as particulas
de magnetita encapsulada encontram-se muito aglomeradas e ndo possuem forma
esférica uniforme (Figura 18a). J4 na Figura 18b) que corresponde ao MIP
magneético para biotina, observa-se que ele ndo apresenta aparéncia uniforme nem

esférica, e que possui algumas imperfei¢cdes devido a distribuicdo da magnetita entre
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as particulas do polimero. Assim, o tamanho de particula ndo é possivel ser medido

[88].

— 100nm IQ-UNESP 6/13/2012 — 100nm IQ-UNESP 6/13/2012
X 100,000 5.0kV SEI SEM WD 5.5mm 11:10:03 X 50,000 5.0kV SET SEM WD 5.5mm 11:27:13

Figura 18: Imagens de MEV para: (a) Magnetita encapsulada e (b) MIP magnético para biotina.

Na sintese por core—shell se pode observar na Figura 19(a) que as
nanoparticulas magnéticas sintetizadas, embora que aglomeradas, apresentam-se
uniformes e esféricas. Em seu respectivo histograma de distribuicdo do tamanho de
particula, pode-se observar uma maior quantidade em um didmetro médio de 17 nm.
Na Figura 19(b) em seu respectivo histograma observam-se particulas esféricas de
didmetro médio de 197 nm, indicando que o processo sol-gel de introducdo de
grupos silanos na superficie da magnetita foi bem sucedido. Na Figura 19c) se
observa que as particulas magnéticas foram revestidas totalmente com o silano
MPS, aparentemente mantendo sua forma esférica e apresentando um diadmetro
meédio de 565 nm. Finalmente, na Figura 19d) se observa a aparéncia do magneto-
MIP para biotina. Neste caso observa-se que sédo obtidas particulas aglomeradas de
forma esférica, apresentando um diametro médio de 990 nm, o qual se explica pelo

método de polimerizacdo usado, que foi o de precipitagdo, por isso ndo ha
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necessidade da moagem do produto obtido [89], entretanto, devido ao revestimento

da polimerizacdo com o MIP o aumento do tamanho das particulas foi inevitavel.

Frequéncia / %
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Figura 19:

Frequéncia / %
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Microscopias eletronicas de varredura e seus graficos da estimativa do diametro
médio das particulas. (a) Nanoparticulas de magnetita; (b) magnetita modificada
com TEOS; (c)magnetita modificada com MPS e (d) magnetita modificada com

polimero impresso para biotina usando &cido acrilico como mondmero funcional.
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3.2.2. Caracterizacdo quimica por espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os produtos de Fe304 Fe30,@SiO~TEOS, Fe;0,@SiO—MPS,
Fe;0,@MIP e Fe;O,@NIP foram caracterizados também por espectroscopia FTIR
(Figura 20). O pico a 574 cm™ é atribuido ao estiramento da ligacdo Fe—O na Figura
20(a). Em comparacdo com os dados de infravermelho do Fe3O, sem modificar
(21a), no espectro da curva 20b, observam-se picos caracteristicos do grupo
Si-O-Si em 1093 cm™ e do grupo—OH em 1628 cm™ e 3405 cm ™ indicando a
formacdo de revestimento de silica sobre a superficie do Fe3;O4,. Como pode ser
visto a partir do terceiro gréfico (curvas 20c), o pico do grupo C=0 a 1700 cm™ indica
gue a silanizacdo com MPS foi realizada com sucesso na superficie do Fe30,@SiO,
-TEOS, os picos do grupo C=0 a 1254 cm™ e 1700 cm™, e da ligagdo C—H do grupo
metilo a 2987 cm™ indicam que a camada de &cido acrilico foi formada com sucesso
na superficie de Fe3;O0,@SiO,. Além disso, as curvas de Fe;0,@ MIP (curva 20d) e
Fes04@NIP (curva 20e) apresentam 0s mesmos picos caracteristicos, sugerindo a
remocado completa do template (biotina). Estes resultados demonstram que o0s
revestimentos de MIP e NIP na superficie Fe30,@SiO, foram realizados de forma

satisfatoria [90].
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Figura 20: Espectros de infravermelho de (a) Fez0,, (b) FesO,@SiO,~TEOS, (c) Fes0,@SiO,—
MPS, (d) Fe;0,@MIP e (e) Fe;O,@NIP.

Pode-se observar também a auséncia do sinal em 1670-1640 cm™
proveniente do estiramento de grupos vinila dos monémeros, que desaparecem em
todos os polimeros sintetizados (Figuras 21) devido a quebra das ligacbes C=C no

processo de polimerizacéo, dando origem a ligagdes simples.
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Figura 21. Espectros de FTIR do e EDGMA e do MIP sintetizado com o monémero AA.

3.2.3. Analise por adsorcdo e dessorcdo de N, (método

BET) dos polimeros impressdo magnéticos

Com a finalidade de investigar, se a sintese do magneto-MIP para biotina
foi bem sucedida, um parametro fisico que pode dar um indicio disto, é a medida da
area de superficial (Figura 22). Uma vez que, uma area superficial maior equivale a
maior porosidade do material, sugerindo a formacédo de cavidades no polimero

impresso.
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Figura 22: Isoterma BET para o MIP e NIP magnético para biotina e MIP e NIP sem magnetita

de Biotina

Tabela 5. Resultados da porosidade obtidos através da isoterma de adsorcédo (BET) para as

amostras de magneto-MIP e MIP para biotina e seus respectivos NIP.

Amostra Area superficial / m? g'1 Tamanho diametro médio de poro / A
MIP — magnético 119,97 48,5
NIP- magnético 7,68 42,8
MIP sem magnetita 5,53 3,73
NIP sem magnetita 0,43 -

Na Tabela 5, observa-se que o MIP—magnético possui uma area superficial
15,6 vezes maior que a area superficial do NIP—magnético. Isto pode ser explicado

pelo maior nimero de poros introduzidos no polimero impresso, devido as cavidades
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seletivas do MIP. Analogamente, o MIP sem magnetita é 12,9 vezes mais poroso
gue seu correspondente NIP, os quais também foram sintetizados pelo método de
precipitacdo, tal como realizada na Uultima etapa da obtencdo dos polimeros
magnéticos no procedimento core-shell.

Quando comparadas as porosidade entre os materiais magnéticos e nao
magneéticos, a elevada porosidade daqueles magnéticos pode ser explicada pela
maior quantidade de particulas formadas, uma vez que o material nhanométrico
permite que maior quantidade de MIP seja sintetizado na superficie da matriz
magnética. Ja 0 aumento no tamanho do poro, provavelmente se deva ao uso de
tolueno, como solvente porogénico, o qual possui baixa constante dielétrica,
permitindo uma maior interacdo entre o analito e o mondmero funcional e entre o
analito e o co-polimero MPS imobilizado na silica.

A morfologia dos MIP, mostrado na Figura 23, € caracterizada, de modo geral,
a partir de nucleos que se formam em torno do iniciador que cresce entre 10 e 30
nm de didmetro e, em seguida, se agrega a outros nucleos para formar microesferas
com diametros entre 100 e 200 nm. Essas microesferas agregam-se a grupos
maiores (clusters), formando o corpo do polimero. A porosidade e area superficial
resultantes nos MIP séo originados a partir de espacos vazios irregulares localizados
entre os clusters das microesferas (macroporos, que apresentam diametro superior a
50 nm), ou a partir do espaco intersticial de um determinado cluster de microesferas
(mesoporos, que apresentam diametro entre 2 e 50 nm), ou mesmo dentro das

proprias microesferas (microporos, com diametros inferiores a 2 nm).
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Figura 23: Modelo da formagcao morfolégica dos poros da rede polimérica dos polimeros de

impressédo molecular. Adaptado de SPIVAK, 2005 [51].

Os valores tipicos para a area superficial de polimeros impressos estdo na
faixa de 100 a 400 m? g'. Para a distribuicdo de tamanho dos poros, ha tanto
macroporos e mesoporos na faixa de 2 a 100 nm, e microporos de 0,6 a 2 nm de
diametro [91]. De acordo com os dados experimentalmente obtidos, todos os
polimeros podem ser considerados como mMesoporosos, uma vez que apresentam
uma area superficial entre 10 e 500 m? g™ e poros com diametro médio entre 2 e 50

nm.
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3.2.4. Andlise de magnetometria de amostra vibrante (VSM)

Outro parametro importante para caracterizar 0s materiais magnéticos
sintetizados € a conservacdo de sua propriedade magnética, mesmo apos sua
modificacdo com o material polimérico seletivo (MIP). Para tal, foi usado a
Magnetometria da Amostra Vibrante (VSM, vibrant sample magnetometry), e o ciclo

de histerese magnética das amostras secas a temperatura ambiente € mostrado na

Figura 24.
604 o5 F6:0.@MIP-Biotina
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Figura 24: Magnetometria da amostra vibrante para as diferentes amostras obtidas durante o
processo de sintese das magneto-MIP para biotina. No grafico inserido mostra-se a

ampliacdo da curva de histerese obtida pata 0 magneto-MIP.

E evidente que nos estudos realizados ndo se observa histerese, nem
magnetizacdo remanescente (os graficos sao perfeitamente simétricos) e nem de

coercitividade (o ponto meio dos graficos esta em zero), sugerindo que as amostras
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sejam superparamagneticas [92]. Os valores obtidos a temperatura ambiente da
magnetizacéo de saturacdo foram 58,5; 27,8; 5,35 e 0,55 emu g™ para magnetita
(Fez0y), Fe;0.@SiO,—TEOS, Fe;0,@Si0O,—MPS e  Fe3O,@MIP-Biotina,
respectivamente. O valores para a magnetizacdo de saturacdo da
Fe30,@MIP-Biotina foram reduzidos em mais de 100 vezes em comparacao com o
Fe3O4 puro, porém mesmo assim o0 material obtido permaneceu fortemente
magnético. Assim, na temperatura ambiente e na presenca de um eficaz
transportador magnético (imad de Neodimio) ocorre a separacdo eficiente das

magneto-MIP, tal como mostrado na Figura 25.

Figura 25: Eficiéncia das magneto—MIP sintetizadas, na presenca de um campo magnético
externo. (a) Antes e (b) Apéds aplicacdo de um campo magnético fornecido por um
ima de Ne.
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3.2.5. Anélise por difracao de raios X (DRX)

Outra técnica que foi usada para a caracterizacdo do material sintetizado
foi a difracdo de raios X (XRD). Para tal, a Figura 26, mostra os diversos padrdes de
difracdo obtidos para a magnetita (a); Fes0,@SiO,—TEOS (b); e FesO,@MIP (c); na
faixa de 26 entre 10 e 80°. Na Figura 26 observam-se, com perfil caracteristico de
nanoparticulas, seis picos caracteristicos para Fe3O4 (20) = 30,38°; 35,58°; 43,14°;
53,48°; 57,08° e 62,66° para as trés amostras. Estes picos correspondem aos planos
220;311;400;422; 511 e440;respectivamente. E estdo em concordancia
com o banco de dados de magnetita do Centro JCPDS - Internacional para os dados
de difracdo (JCPDS cartédo: 19-629) [92]. Os padrdes de difracdo de raios X mostram
a presenca dos picos de difracdo especificos correspondentes ao 6xido de ferro
sintetizado e modificado. Entretanto, ndo € possivel diferenciar a presenca de
maghemita (Fe,O3) junto com a magnetita. A qual poderia ter sido formada pela
oxidacao de Fe3O,4 para Fe,O3 durante os processos da sintese e/ou modificacdo da
magnetita. Entretanto, esta dificuldade em diferenciar estes dois compostos, néo é

importante neste caso, pois ambos possuem propriedades magnéticas semelhantes.
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Figura 26: Espectros de XRD de (a) Fes;0;,; (b) Fes0,@SiO,~TEOS; e (c) Fe;0,@MIP

3.3. Extracdo de analito das cavidades seletivas do

magneto-MIP

Para formacdo das nanocavidades seletivas para biotina, é muito
importante que a extracdo da molécula do interior do polimero impresso seja
realizada sob condicdes que evitem a destruicdo da conformacdo quimica e
estrutural das nanocavidades.

Para isto, como ja mencionado na parte experimental, os MIP foram
colocados em papel de filtro e percolados com uma solu¢cdo de metanol : acido

acético (9:1, v/v) utilizando-se um sistema de extracao soxhlet.
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O solvente foi trocado a cada 24 h durante quatro, e no ultimo dia, foi usado apenas
metanol para eliminar o residuo de acido acético. A cada troca de solvente foi
analisada a solucdo de extracdo, sendo a biotina quantificada utilizando

cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na Figura 27 se pode verificar a eliminacéo
completa do analito apés o quarto dia de refluxo, uma vez que, nado foi identificada a

biotina no solvente de extracao.
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Figura 27: Cromatograma da extragao da biotina .Medidas realizadas em fase mével composta
por 25 mmol L-'de Na,H,PO, : metanol (80:20) usando deteccao UV em 210 nm em

tempo de retencéo para Biotina.

91



Tabela 6. Concentracédo de biotina obtida depois das lavagens

Dia de lavagem Concentracdo encontrada da Biotina (mg L™)

1° dia 98,9

4° dia 111

3.4. Caracterizacdo dos polimeros por experimentos de
afinidade através da analise de isotermas de

adsorcao

Depois de verificada a sintese bem sucedida dos magneto-MIP por core-
shell, a seqguir foi avaliada a eficacia do material no reconhecimento da biotina. Para
tal, foram realizados experimentos de afinidade (ligagdo/adsorgéo), visando otimizar
0sS parametros que permitirdo obter as melhores condi¢cdes para o reconhecimento
da biotina. Estes experimentos incluiram o estudo da quantidade de polimero, o pH
de adsorcao da biotina, o tempo de adsor¢cdo. Uma vez otimizados estes parametros
foram construidas as isotermas de adsorcdo para nanoparticulas, usando o0s
mondmeros funcionais previamente descritos acido acrilico (AA), 1-vinilimidazol
(2-VI) e acido metacrilico (AM).

Nos estudos de otimizacdo da dosagem de magneto—MIP, foi avaliada a
capacidade de adsorcdo do polimero em funcdo da massa de MIP usada nos
experimentos (Q). Como observado na Figura 28, o valor de Q aumentou
rapidamente com o aumento da dose até 10 mg de polimero. Depois desse valor a

capacidade de adsorcdo comecou a diminuir mantendo-se relativamente constante
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apos 50 mg de polimero. Assim, 10 mg foi escolhido para os experimentos

posteriores.

2,6

2,2 9 ")

2,0—- 0/

1,8 -

Q/mgg
\o

1 ’6 I ' T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Massa MIP / mg

Figura 28: Otimizacdo da dosagem do polimero magnético nos experimentos de adsorcdo,
para uma solucdo de concentracdo inicial de biotina 10 mg L™ preparada em
agua:metanol (1:9 viv).

Para a otimizacdo do pH da solucédo, os experimentos de adsorcdo foram
realizados da seguinte maneira, a biotina foi dissolvida em 1,0 mL de agua quente, e
a seguir completado o volume até 10,0 mL com metanol para se obter 5 frascos
com a mesma concentracédo de 10 mg L™. Sobre cada uma destas solu¢es foram
adicionados 10 mg de magneto-MIP, e usando HC| ou NaOH, 0,02 mol L™ o pH
dessas solugdes foi ajustado entre 2 e 14 . As misturas foram deixadas sob agitacao
por 2 h, visando atingir o equilibrio da interacdo e obter a maior quantidade de

analito adsorvida no polimero.
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Os resultados mostraram que na faixa de pH entre 4 e 9 (Figura 29) ocorre a
maior adsorcao da biotina pelo MIP. Mostrando um leve aumento em pH 7, o qual foi

utilizado nos experimentos posteriores.

4,4

3,8

2 4 6 8 10 12 14

Figura 29: Efeito do pH na adsorcdo de biotina pelo MIP-magnético sintetizado com &cido
acrilico. Temperatura: 25 °C, massa de adsorvente: 10 mg, volume de solug&o:
5,0 mL, tempo de contato: 2 h, concentracao inicial de analito: 10 mg L™ preparado
em agua : metanol (1:9 v/v).

A biotina ndo é solavel em agua fria, por isso se dissolve melhor em agua
quente e em solucdes alcalinas, sendo muito estavel. Entretanto, a biotina é
susceptivel a oxidacdo em meio acido do atomo de enxofre do anel tiofeno com a
subsequente formacao de sulféxido de biotina e de biotina sulfonada, por esta razao,
nao é recomendavel o uso de solucdes acidas.

Uma vez avaliado o pH, foi estudada a influéncia do tempo de adsorcéo e

dessorcéo na capacidade de retencdo do MIP-magnético (Figura 30). Neste estudo
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foram usados os parametros até aqui otimizados; 10 mg de polimero em contato

com 5,0 mL de solugéo padrdo 10 mg L™ contendo biotina a pH 7,0.

7_
(* )

- 6 -
fo))
(@))
-
g 91

4 -

0O 50 100 150 200 250

Tempo / min

Figura 30: Efeito do tempo na adsorc¢ao de biotina pelo MIP-magnético sintetizado com acido
acrilico. Temperatura: 298 K, massa de adsorvente: 10 mg, volume de solugao:
5 mL de solucéo padrdo de biotina preparada em agua:metanol (1:9, v/iv; pH 7,0),
concentracdo inicial de analito: 10 mg L

Os resultados mostram que a quantidade de biotina ligada ao MIP—magnético
aumenta inicialmente com o tempo de extracdo, até atingir um maximo em 120 min,
onde é obtida uma maior capacidade de retencdo no MIP, mantendo-se constante
apos este periodo. Desta maneira, 120 min foi adotado como o tempo para estudo
da capacidade de retencéo (estudos de afinidade).

A cinética da adsor¢cdo é importante porque controla a eficiéncia do processo.

Para investigar a cinética de adsorcao da biotina no MIP, foram testados os modelos

de cinética de primeira ordem e de segunda ordem. O processo de adsor¢do do MIP
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seguindo uma cinética de segunda ordem foi confirmado com base no melhor ajuste
das duas equacdes linearizadas, através dos coeficientes de correlacdo (R). Os
dados cinéticos se calcularam usando as equacfes mediante o uso das equacdes

12 e 13 e estdo mostrados na Tabela 7.

In(Qe _Qt) = ane - klt (12)

1
— = —t 13
"Q &)

Nas equacdes, Q; (mg g*) representa a quantidade adsorvida de biotina no
tempo t e Qe (Mg g™) em equilibrio; k; (min™) e k. (mg g* min™) séo as constantes
de velocidade de primeira e pseudo-segunda ordem, respectivamente.

As constantes de velocidade de adsorcdo junto com a regressao linear e

coeficientes de correlacédo se apresentam na Tabela 7.

Tabela 7. Constantes cinéticas de primeira e segunda ordem para o MIP magnético de biotina.

Cinética Equacéo linear K Qe (Mg g'l) R
Primeira ordem y=-0,0488X+1,85 0,0488 6,356 0.9292
Segunda ordem y =0.142X + 1,05 0,141 7,060 0.9990

Como pode ser observado, pelos dados da tabela acima, a cinética de
segunda ordem se ajusta melhor aos dados obtidos, e que a adsorcdo € a etapa

limitante da velocidade [90].
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34.1 Comparacdo da eficdcia na adsorcdo das magneto-MIP

obtidas por mini-emulséo e por core-shell

Nos experimentos de religacdo, a concentracdo de biotina livre na solucao
(Ce) foi determinada pela interpolacdo dos dados na curva de calibragao
previamente obtida (grafico inserido na Figura 31). Entdo foi possivel determinar a
quantidade de biotina ligada no polimero (Q) subtraindo a concentracdo livre de
Biotina (C¢) da concentragcédo inicial (Cj), permitindo desta forma, construir as
isotermas de adsorcao apresentadas na Figura 32.

Pode-se observar pelo grafico da Figura 32 que se obteve a maior
adsorcao de biotina com o MIP sintetizado com acido acrilico (AA), seguido pelo MIP
preparado com 1-Vinilimidazol (1-VI) e acido metacrilico (AM), respectivamente.
Fornecendo dados coerentes com aquele previsto pela simulacdo computacional, a

qgual no geral, tem fornecido bons resultados em nosso grupo de pesquisa.

8000 p
22500 - ——5mgL
6000+ — 10 mgL'1
.
© 1 8 oo — 15mgL’
> < —— 20 mgL’
- .
o 190004 200 —— 25 mgL
~69,95C 418, .
s o] byt ——50mgL-
o 0 20 40 60 8 100 — 75 mgL
g C,(mg L") ——100mg L
o 75001
]
£
0 n v
T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 31: Cromatograma de solucBes padrédo de biotina. Inserido: Curva analitica na faixa de

concentrac@es entre 5,0 e 100 mg L™ em A de 210 nm.
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Figura 32: Construcéo das isotermas de adsorcdo para MIP utilizando os monémeros AA, 1-VI
e AM, obtidos pela sintese de mini-emulsado. C;: Concentracdo inicial de analito, Q:

massa de biotina ligada por grama de MIP utilizado.

Quando comparado o MIP sintetizado com AA e seu correspondente NIP,
pode ser observado na Figura 33 que o MIP adsorve 2,5 vezes mais que o polimero

Nao impresso.
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Figura 33: Isotermas de adsor¢do do magneto-MIP e magneto-NIP do mondmero &cido acrilico
obtidos por mini-emulsdo. Experimentos realizados a 298 K, massa do adsorvente:

10 mg, volume de solucdo: 5,0 mL, tempo de contato: 2 h.

Entretanto, observou-se também que no método de sintese por mini-emulsao
usada para a obtencédo de magneto-MIP, a forca magnética diminuiu em relacéo as
particulas magnéticas sem modificar, como se pode verificar na Figura 34, onde se
observam particulas sobrenadantes apds aplicar o campo magnético da mesma

forca que aquele usado na Figura 26.
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Figura 34: Eficiéncia das magneto-MIP sintetizadas pelo método de mini-emulsédo, na presenca
de um campo magnético externo. (a) Antes e (b) Apo6s aplicacdo de um campo

magnético fornecido por um ima de Ne.

Também foram construidas as isotermas de adsor¢cdo do MIP magnético obtido
pelo método core-shell (Figura 35). Pode se observar, que nesta sintese o AA,
apresentou os melhores resultados, tal como ocorre com as magneto-MIP
sintetizadas por mini-emulsédo. Fornecendo, novamente dados coerentes com aquele
previsto pela simulacdo computacional. Adicionalmente, tal como mostrado na
Figura 26 os magneto-MIP sintetizados por este meétodo, apresentaram melhor
poder de magnetizacdo. Por esta razdo, foi esta metodologia a usada em todos os

estudos apresentados nesta Dissertacao.
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Figura 35: Isotermas de adsorgcdo para magneto-MIP sintetizados com os mondmeros &cido
acrilico (AAC), 1-vinilimidazol (VI) e acido metacrilico (AM). C;: Concentracdo inicial

do analito. Q: massa de biotina ligada por grama de MIP utilizado.

3.5. Estudos de seletividade do magneto-MIP

Para calcular as constantes de ligacdo (K.) do polimero para biotina
preparado com acido acrilico pelo método de core-shell foi empregada a isoterma de
adsorcao, a qual foi ajustada levando-se em consideracdo os modelos de Langmuir
e Freundlich. Adicionalmente, para fins de comparacdo também foram avaliadas as
isotermas para 0s compostos quimicos com estrutura analoga a biotina, a biocitina,
biotina pentilaminada e (R)-NHS-SS-biotina e, outro composto com diferente estrutura

como 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.
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3.5.1. Seletividade da biotina em relagcao a biocitina

A biocitina (Figura 36), pela estrutura quimica € uma molécula que pode
ser potencial interferente no reconhecimento da biotina. Esta molécula é um
derivado da biotina ligada a uma cadeia peptidica proveniente de um centro de lisina
ativo de enzima como exemplo a Piruvato Carboxilase. A ponte entre a biotina e
lisina € um grupo amino na posigao ¢ (Figura 36), e desta forma devido a por¢céo
biotinada, esta molécula apresenta-se como um interferente em potencial no MIP

sintetizado [93].

O
HN)J\NH

" i_jij/\/\n/ H\\/\/\(?J\o H

O NH>

Figura 36: Estrutura quimica da biocitina, analogo estrutural da biotina.

Estes experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des
experimentais dos experimentos de religacdo, porém utilizando-se 10 mg de
polimero em contato com 2,5 mL de biotina e 2,5 mL de biocitina na concentragao
de 10 mg L™. A Figura 37 mostra os cromatogramas obtidos com uma mistura de

biotina e biocitina na faixa de 5 mg L™ a 100 mg L™,
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Figura 37: Cromatograma da biotina e biocitina. Medidas realizadas em fase mdvel composta
por 25 mmol L' de Na,H,PO, : metanol (80:20, v/v) usando coluna Luna C18 (5 pm,
250x4,60 mm) da Phenomenex®, e fluxo de 1 mL min™ a temperatura ambiente (25
°C), usando deteccdo UV em 210 nm em tempo de retencéo para Biotina 13 min e

Biocitina 4,5 min.

A seletividade da biotina frente & biocitina foi avaliada e os resultados estéo
apresentados na Tabela 8. Os resultados indicaram que o MIP apresentou maior
capacidade de adsorcdo para a biotina, como consequéncia da existéncia de
nanocavidades seletivas com tamanho, forma e tipo de interacdes especificas. Tal

como esperado e proposto nos objetivos deste trabalho.
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Tabela 8: Parametros relacionados ao efeito de impresséo para biotina e biocitina

Kp (ML g_l)
Polimero a Igiotina Igiocitina S
Biotina | Biocitina
MIP 1152,8 480,38 2,399
1,68 0,88 1,9
NIP 684,6 541,07 1,265

Kp: constante de particdo; a: fator de separacao; I: fator de impressao e S: seletividade

Os parametros relacionados ao efeito de impressao estdo estudados na pag.

45-46 da teses .Também se calcularam-se as constantes de ligacdo (Ka para

modelo de Langmuir e K¢ para o modelo de Freundlich) do polimero para biotina

comparando-as com a biocitina, empregando as isoterma de adsorcao da Figura 38,

a qual foi ajustada levando-se em consideracdo os modelos de Langmuir e

Freundlich.

25

—il— Biotina
—@— Biocitina

C./mg L

40

50
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70

Figura 38: Isotermas de adsorcdo para MIP para biotina, em solu¢cdes de concentracdo

conhecidas de biotina e de biocitina.
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Seguindo o modelo de Langmuir, as curvas foram linearizadas usando a
equacdao (8) da pag. 49. Assim, foi possivel determinar as constantes de Langmuir,

mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados da analise do ajuste de Langmuir para a biotina e a biocitina.

Analito Local de ligacao Ajuste Langmuir R Ka Qmax
(mLg?) | (mgg™
Baixa afinidade® Ce/Q=0,064C_+0,7936 | 0,9327 | 0,080 | 15,63
Biotina
Alta afinidade® C./Q=0,0148Ce +1.6868 | 0,9708 | 0,0088 67,56
Alta afinidade® Ce/ Q=0,1406C_+2,1248 | 0,9423 | 0,066 | 7,112
Biocitina

Baixa afinidade” C./Q=0,0198C_+3,1506 | 0,9122 | 0,0038 | 83,3

Faixa de concentracdo considerada: * < 0,0061— 0,0323 mmol L™*>; ® < 0.0424 — 0,227 mmol L™>; © <
0,0074 — 0,0253 mmol L™> e © < 0,0335 — 0.184 mmol L™*>,

Na linearizacdo da isoterma pelo modelo de Langmuir, existem duas regides
distintas que se podem ajustar a duas linhas retas, o que indica que os locais de
ligacdo podem ser agrupados em dois grupos distintos com propriedades de ligacéo
especificas: Locais de alta afinidade (AA) e locais de baixa afinidade (BA),
classificados de acordo a seu linearidade R.

Os respectivos valores de Ka e Qmax de cada regido estdo especificados na
Tabela 8 e pode ser observado claramente que o R que foi mais proxima a uma reta
e para biotina onde Quax € 67,56 mg g, para biocitina deu um maior Q mas nédo é
muito confiavel devido a que seu R foi mais distante de 1.

Pode-se observar que o ajuste 'linear' aplicando o modelo de Langmuir n&o foi
bem sucedido uma vez que os coeficientes de correlacdo linear ndo foram
satisfatorios, sendo o maior de 0,9708. Desta forma, o modelo de Freundlich foi

avaliado para ajuste da isoterma experimentalmente obtida.
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Desta forma, os resultados apresentados na Figura 39 foram ajustados
utilizando o modelo de Freundlich linearizado, seguindo a equacéo (10) da pag 49 .
Construidos os gréaficos apresentados nas Figuras 39, obter seu ajuste, e deste

modo determinar as constantes de Freundlich, mostradas na Tabela 10.

15
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0,6
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0,34
0,3-
0,04
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LogC,

1,8
LogC,

Figura 39: Isotermas de Freundlich linearizadas usadas para estimar as caracteristicas de

ligacdo do MIP-biotina, na presenca de seu template (a) e de seu possivel
interferente, a biocitina (b).

Pode-se observar na Figura 40 que os ajustes de Freundlich apresentam uma

simples linha reta, onde podemos observar na Tabela 10 que a constante maxima
de adsorgdo é 1,46 mL g, para a biotina.

Tabela 10. Resultados da andlise do ajuste de Freundlich para biotina e biocitina

Analito Ajuste Freundlich R K. /mLg?
Biotina” logQ = 0,682logC_+ 0,1542 0,997 1,46
Biocitina® logQ = 0,8296l0gC - 0,3381 0,998 0,46

Faixa de concentragcdo considerada: A < 0,0061- 0,227 mmol L™>;® < 0,0074 — 0.184 mmol L™*>.

106



Desta forma, devido aos valores de R no ajuste linear do modelo ser muito
proximos da unidade, os valores de K; obtidos correspondem a um valor mais
confiavel que aqueles obtidos pelo modelo de Langmuir linearizado. Sugerindo que o

modelo que ajustou melhor as isotermas para biotina foi o de Freundlich.

3.5.2. Seletividade da biotina em relacdo a biotina-

pentilaminada

A biotina-pentilaminada (Figura 40), é um composto formado pela
modificacdo da cadeia lateral de acido valérico na biotina, com pentano-1,5-diamina.
O composto contém uma amina primaria do terminal (-NH;), o que proporciona um
grupo funcional disponivel para a derivatizacdo ou conjugacdo da biotina com

proteinas, superficies e outras moléculas [94].

o

HN NH

HoN N
DRI g

Figura 40: Estrutura quimica da biotina-pentilaminada utilizada como anélogo estrutural no

estudo de seletividade do magneto-MIP-biotina-AA e de seu respectivo NIP.

Para avaliagdo da seletividade da biotina em relacdo a biotina-

pentilaminada, utilizou-se o mesmo procedimento usado no caso anterior com a
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biocitina, por se tratar de moléculas com estrutura muito parecidas. A Figura 41
mostra 0 cromatograma obtido com uma mistura de solu¢cbes padrédo de biotina e

biotina-pentilaminada na faixa de concentracées entre 5 mg L™ e 100 mg L™.
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Figura 41: Cromatograma da biotina e biotina-pentilaminada. Medidas realizadas em fase
mével composta por 25 mmol L™ de Na,H,PO,: metanol (80:20, v/v) usando coluna
Luna C18 (5 pm, 250x4,60 mm) da Phenomenex®, e fluxo de 1 mL min" a
temperatura ambiente (25 °C), usando deteccdo UV em 210 nm em tempo de

retencdo para biotina 15 min e biotina-pentilaminada 9 min.

A seletividade da biotina frente a biotina-pentilaminada foi avaliada e os
resultados estdo apresentados na Tabela 10. Os resultados indicaram que o MIP
apresentou ligeiramente uma capacidade maior de adsorcdo para a biotina que a

biotina—pentilaminada.
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Tabela 11: Parametros relacionados ao efeito de impressdao para biotina e
biotina-pentilaminada
) Ko/ mL g™
Polimero o Ibiotina Ibiotina—pent S
Biotina Biotina-pent

MIP 323,5 127 2,54
1,026 0,99 1,04

NIP 315 128,2 2,45

3.5.3. Seletividade da biotina em relacdo a NHS-SS-biotina

A molécula NHS-SS-biotina (Figura 42) de nome quimico succinimidil 2-

(biotinamido)-etil-1,3-ditiopropionato, € um composto que permite a biotinizacao

simples e eficiente de anticorpos, proteinas e outras moléculas contendo aminas

primérias. O braco espacador estendido (24,3 angstroms) deste reagente reduz o

impedimento espacial associado com a ligacdo a avidina, ou a outras proteinas

ligadas a biotina, e incorpora uma ligacao dissulfeto (-SS-) dentro do separador,

proporcionando maior versatilidade ao reagente [95].

0
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Figura 42: Estrutura quimica da NHS-SS-biotina, um analogo estrutural da biotina.
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Neste caso utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito no item 3.4.1. A Figura
43 mostra os cromatogramas obtidos com uma mistura de solu¢bes padrdo de

biotina e NHS-SS-biotina, na faixa de concentracdes entre 5 mg L™ e 100 mg L™

12000 - K
4/&0\&(\/3\3/\/“1(\/\)\/5
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Figura 43: Cromatograma da biotina e NHS-SS-biotina. Medidas realizadas em fase movel
composta por 25 mmol L™ de Na,H,PO, : metanol (80:20, v/v) usando coluna Luna
C18 (5 pm, 250%4,60 mm) da Phenomenex®, e fluxo de 1 mL min™ a temperatura
ambiente (25 °C), usando deteccdo UV em 210 nm em tempo de retencdo para
biotina de 15 min e NHS-SS-biotina de 3 min.
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A seletividade da biotina frente a NHS-SS-biotina foi avaliada e os resultados

estdo apresentados na Tabela 12. Os resultados indicaram que o MIP apresentou

maior capacidade de adsor¢éo para a biotina.

Tabela 12: Parametros relacionados ao efeito de impressao para biotina e NHS-SS-biotina.

) Ko/ mL g™
Polimero a Ibiotina INHS-SS-biotina S
Biotina NHS-SS-biotina
MIP 280,5 185 1,52
1,06 0,75 1,41
NIP 264 245,3 1,076

Dos resultados mostrados nas tabelas anteriores para os compostos analogos

a biotina, o valor da seletividade (S) de aproximadamente 1 sugere que o MIP

sintetizado possui relativamente a mesma afinidade para a biotina e para seus

anélogos. Mostrando que possivelmente a biotina se encaixe no MIP através do anel

biciclico, e que a variacdo da estrutura quimica das cadeias alifaticas influenciam

pouco na interagcdo com o MIP. Este resultado € promissor, para a futura aplicacédo

deste MIP em imunoensaios, uma vez que neste caso poderdo ser usadas

moléculas bioldgicas biotiniladas, que poderédo se encaixar diretamente na cavidade

para biotina no MIP sem afetar sua seletividade inicial.
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3.5.4. Seletividade da biotina em relacdo ao 1-cloro-2,4-

dinitrobenceno

O composto 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (Figura 44), um conhecido poluente
ambiental, que possui um anel benzénico, dois grupos nitro (-NO;) e um atomo de

cloro (-Cl) tornando a molécula muito reativa e téxica.

=—n0O

o-
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Figura 44: Estrutura quimica do 1l-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDBN) utilizada no estudo de

seletividade do magneto-MIP-biotina-AA e de seu respectivo NIP.

Neste caso, utilizaram-se 0s mesmos procedimentos ja explicados
anteriormente. Neste caso, por se tratar de moléculas diferentes, as curvas
analiticas, assim como a quantificacdo da biotina e o interferente nas amostras,
foram obtidas por separado. A Figura 45 mostra 0os cromatogramas de solucdes

padrédo de CDBN na faixade 5mg L*a50 mg L™
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Figura 45: Cromatograma do 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. Medidas realizadas em fase movel
composta por dgua : metanol (30:70, v/v) usando coluna Luna C18 (5 um, 250x4,60
mm) da Phenomenex®, e fluxo de 1 mL min™ a temperatura ambiente (25 °C),
usando deteccdo UV em 260 nm em tempo de retencéo 6,5 min.

A seletividade da biotina frente a 1-cloro-2,4-dinitrobenceno foi avaliada e os
resultados estdo apresentados na Tabela 13. Os resultados indicaram que o MIP
apresentou realmente maior capacidade de adsorcdo para a biotina, tal como
esperado, uma vez que o CDBN possui uma estrutura completamente diferente a

biotina e suas interagbes com a cavidade seletiva ao MIP, é menos provavel.

Mostrando que o MIP sintetizado apresenta alta seletividade.
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Tabela 13: Parametros relacionados ao efeito de impressao para biotina e CDBN.

] Ko/ mL g™
Polimero o Ibiotina Icoen S
Biotina CDBN
MIP 241 3,8 63,42
0,95 0,19 5
NIP 253 20 12,65

3.6. Aplicacdo do MIP magneético de biotina como

material adsorvente para deteccao de leite

Finalmente, visto que a aplicacdo mais comum para os MIP é como material
adsorvente, o magneto-MIP sintetizado foi avaliado em amostras de leite cru, leite
desnatado e leite em po.

Para isto, 10 mg de MIP magnético limpo e seco foram colocados em um
frasco 10 mL de capacidade. A seguir, foram adicionados 5,0 mL da amostra de leite
enriquecida com 10 mg L™ de biotina e deixou-se agitando 2 h, usando um agitador
do tipo Noria®, para promover a completa adsorcéo do analito no MIP. Passado este
tempo, as particulas magnéticas foram separadas da solucdo por um ima de
neodimio e o sobrenadante foi filtrado em membrana Milipore® 0,45 pm, e analisado
por HPLC a 210 nm (Figura 46). Para avaliar quanto tinha ficado de remanescente
na solugéo. A seguir, 0 magneto-MIP adsorvido com biotina foi colocado em 5 mL de
metanol por 3 horas em agitacdo para extrair a biotina, e analisado pela

cromatografia, tal como descrito anteriormente.
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Na Figura 47 € mostrada a curva analitica para biotina usada neste estudo.
A faixa de concentracdo da biotina foi de 5 — 100 mg L™ e o ajuste apresentou um
valor de coeficiente de correlacdo de 0,998, com limites de deteccdo (LOD = 3
SDgranco / inclinacédo da reta) e de quantificacdo (LOQ = 10 SDpgranco /inclinacéo da
reta) determinados de acordo com as recomendacées da IUPAC [96], de 4,32 x 10°®

mgL? e13,12x 10°mg L™

—— 10 mgL"
—— 15 mgL"”
2x1 04 T —20 mgL'1
—— 25 mgL”
—— 50 mgL”
—— 75 mgL”
110" —— 100 mgL”
x10* 4

Intensidade / u.a

0 5 10 15 20
Tempo / min

Figura 46. Cromatogramas obtidos para padrdes de biotina, tal como descrito na parte

experimental.
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Figura 47. Curva de calibracdo para a Biotina obtida com os dados da Figura 46.

Nos cromatogramas das Figuras 48 a 50 apresentam-se 0s cromatogramas

obtidos nas amostras provenientes de leite cru, em po6 e desnatada.
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Figura 48. Cromatogramas comparativos para um padrdo de 10 mg L™ de biotina e o
cromatograma resultante da aplicacdo do MIP magnético de biotina como material

adsorvente de leite de vaca cru ap6s de 2 h de adsorséo .
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Figura 49. Cromatogramas comparativos para um padrdo de 10 mg L de biotina e o
cromatograma resultante da aplicagcao do MIP magnético de biotina em amostra de

leite em p6 pre-concentrada 10 vezes.
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Figura 50. Cromatogramas comparativos para um padrdo de 10 mg L™ de biotina e o

cromatograma resultante da aplicacdo do MIP magnético de biotina em amostra de

leite desnatado pre-concentrada 10 vezes.

A amostra de leite desnatado foi a que apresentou melhor recuperacgéo, pois

tem baixo teor < 1% de gorduras. As outras amostras de leite analisadas, como por

exemplo, o leite em pd apenas possui baixo teor em umidade, e o leite cra é a que

tem maior quantidade de gorduras e proteinas como se mostra na Tabela 14 [97].
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Tabela 14 Composi¢ao quimica da leite cru.

Constituinte (g Kg'l) Leite Crl
Agua 873
Gorduras 39,0
Proteina 32,5
Lactose 46,0
Substéancias minerais 6,5
Acidos organicos 1,8
Outros 1.4

Na Tabela 15 pode-se verificar que a recuperacdo foi satisfatoria, e em
média de 87,4%, mostrando que o MIP-mégnético para biotina € um material

promissor.

Tabela 15. Recuperacéo da biotina para amostras de leite contendo 10 mg L™

Amostra Biotina medida Recuperacgao (%)
Leite em po 7,7+ 15 77,4%
Leite de vaca cru 83+0,3 82,9%
Leite desnatado 10,2+ 0,2 101,8%
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4- CONCLUSOES

4.1.

4.2.

4.3.

Verificou-se que a simulagdo computacional foi util para producdo dos MIP,
uma vez que dentre os mondmeros usados na sintese, o acido acrilico permitiu
obter os melhores MIP, o qual foi verificado através dos resultados dos

experimentos de religagéo.

Os magneto-MIP para biotina, sintetizados e devidamente caracterizados,
apresentaram varias vantagens em relacdo aos magneto-NIP e aos polimeros
impressos tradicionais, dentre elas uma maior area superficial e alta
seletividade em relagdo a outros compostos com estrutura diferente.
Ressaltando que, no caso de moléculas com estrutura anéloga os valores de
seletividade estiveram entre 1 e 1,9. O que no lugar de ser um problema, na
realidade é uma grande vantagem uma vez que moléculas bioldgicas
biotiniladas também poderdo ser analisadas sem perda de seletividade. Isto,
permitira que estes magneto-MIP possam ser aplicados em imuno-ensaios, ou

no desenvolvimento de novos imuno- e genossensores.

Os magneto-MIP foram satisfatoriamente aplicados na extragédo de biotina em
leite de diferentes qualidades, com uma recuperacdo meédia de 87,4%,
mostrando seu potencial de aplicagdo em amostras altamente complexas como

leite cru.
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