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RESUMO

Os contaminantes emergentes sdo uma das classes de compostos liberados no meio
ambiente que ocasionam poluicdo no ambiente terrestre, aquatico e atmosférico; além
de também estarem presentes nos alimentos e aguas para consumo humano. Os
farmacos, principalmente os antibidticos, estdo entre os mais encontrados no meio
ambiente. A tetraciclina pertence a uma classe de antibiéticos abundantemente
aplicados em uso humano e veterinario devido seu amplo espectro de acao e, por
conseguinte, residuos desse medicamento sdo facilmente detectados no ambiente.
Como a exposicao continua a medicamentos pode ser prejudicial a saude humana,
métodos rapidos e seletivos para detecta-los sdo essenciais. Testes rapidos do tipo
fluxo lateral foram desenvolvidos para determinacgéo de tetraciclina: em um dos testes
foi utilizado polimeros molecularmente impressos (MIP) e no outro aptameros, ambos
0s componentes como fase de reconhecimento seletivo. Inicialmente foram
sintetizados trés tipos diferentes de MIP: tradicional, core-shell e oco (de alta
porosidade). Os materiais foram caracterizados por técnicas como microscopia
eletrdnica de varredura e espectroscopia no infravermelho. Apds otimizadas as
melhores condi¢cdes de analise, 0 MIP oco apresentou resultados superiores para
identificacdo da tetraciclina: capacidade maxima de ligacdo de 5,6 mg g* e constante
de afinidade de 0,2 L mg?!. O MIP de alta porosidade também apresentou resultados
satisfatorios nos ensaios de seletividade, com retengdo sempre superior para
tetraciclina frente a outros farmacos. Foram avaliados diferentes tipos de amostras
fortificadas com tetraciclina, e nelas o MIP apresentou recuperacéo na faixa de 74 —
96%; com faixa linear de trabalho de 4,5 — 155 ymol L e limites de deteccdo e
guantificacdo de 4 e 13 ymol L1, respectivamente. Devido aos bons resultados, o MIP
de alta porosidade foi aplicado como fase de reconhecimento em um dos sistemas de
fluxo lateral. Nesse sistema a resposta visual indicativa da presenca do analito, apos
ligado ao MIP, baseou-se em uma reacdo de complexacdo entre a tetraciclina e o
cation Fe3*, formando um composto de coordenacdo de coloracdo amarelo escuro.
Esse sistema também foi quantificado por meio do tratamento de imagens obtidas das
tiras de fluxo lateral usando um smartphone. Depois de otimizados todos os
parametros, a identificacdo qualitativa foi obtida em 10 minutos de corrida do teste. A
eficiéncia dos testes foi avaliada na aplicacdo de amostras fortificadas com o analito
e por meio dos ensaios quantitativos obteve-se valores de recuperacéo na faixa de 73
— 104%; com faixa linear de trabalho de 45 — 180 umol L e limites de deteccédo e
quantificacdo na ordem de 17 e 45 ymol L%, respectivamente. Outro teste rapido para
identificacdo de tetraciclina foi construido utilizando aptdameros como biomoléculas de
reconhecimento seletivo. A resposta colorimétrica desse sistema baseou-se na
aplicacado de nanoparticulas de ouro modificadas com os aptameros. A modificacédo
das nanoparticulas com o aptamero de ligacéo a tetraciclina foi realizada com sucesso
por meio da interacdo entre ouro e aptamero marcado com grupo tiol. Os ensaios
preliminares para construcdo da linha de teste (nanoparticulas de SiO2 modificadas
com tetraciclina) e linha de controle (fita de aptamero complementar ao de ligacéo)
mostraram que o sistema é viavel, necessitando de mais ensaios de otimizacao.
Portanto, os MIPs e os sistemas de fluxo lateral desenvolvidos se mostraram bem-
sucedidos na identificagdo e quantificacdo da tetraciclina.

Palavras-chave: Tetraciclina. Polimeros Molecularmente Impressos. Fluxo Lateral.
Aptameros.



ABSTRACT

Emerging pollutants are a class of compounds released into the environment that
cause pollution in terrestrial, aquatic and atmospheric environment; also, they can be
found in food and water for human consumption. Drugs, especially antibiotics, are
among the most found in the environment. Tetracycline belongs to a class of antibiotics
widely applied in human and veterinary use due to its broad spectrum of action and,
therefore, residues of this antibiotic are easily found in soil, water and food. Since
continued exposure to drugs can be harmful to human health, rapid and selective
methods to detect them are essential. Lateral flow tests were developed to determine
tetracycline: in one of the tests molecularly imprinted polymers (MIP) were used and
in the other system were applied aptamers, both components as a selective recognition
phase. Initially, three different types of MIP were synthesized: traditional, core-shell
and hollow (with high porosity). All materials were characterized by techniques such
as scanning electron microscopy and infrared spectroscopy. After optimizing the
analysis conditions, hollow MIP presented superior results for the identification of
tetracycline: maximum binding capacity of 5.6 mg g* and 0.2 L mg* affinity constant.
Hollow MIP also showed good results in selectivity tests, with higher retention for
tetracycline compared to other drugs. Different types of samples fortified with
tetracycline were evaluated and MIP showed recovery in the range of 74 - 96%, with
linear range of 4.5 — 155 ymol L'* and the limits of detection and quantification of 4 e
13 ymol L1, respectively. Due to the good results, the hollow MIP was applied as a
recognition phase in one of the lateral flow systems. In this system, visual response
indicating the presence of the analyte, after being recognized by the MIP, was based
on a complexation reaction between tetracycline and Fe®* cation, forming a
coordinating compound with a dark yellow colour. This system was also quantified
through the treatment of lateral flow strips images obtained using a smartphone. After
optimizing all the necessary parameters, qualitative identification was obtained in 10
minutes of running. The efficiency of the tests was evaluated in the application of
samples fortified with the analyte and through the quantitative results was obtained
recovery values in the range of 73 - 104%; with linear range of 45 — 180 ymol L'* and
the limits of detection and quantification of 17 e 45 umol L, respectively. Another rapid
test for tetracycline identification was structured using aptamers as selective
recognition biomolecules. The colorimetric response of this system was based on the
application of gold nanopatrticles modified with aptamers. Nanoparticles modifications
with the tetracycline-binding aptamer was successfully accomplished through the
interaction between gold and aptamer thiol labelled aptamer. Preliminary tests for the
construction of the test line (SiO2 nanoparticles modified with tetracycline) and control
line (complementary aptamer strand) showed that the elution and colorimetric
response were viable, requiring further optimization tests. Therefore, MIPs and lateral
flow tests were successful in the identification and quantification of tetracycline.

Keywords: Tetracycline. Molecularly Imprinted Polymers. Lateral Flow Assay.
Aptamers.
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30,0 mg) e do solvente acetonitrila (pura e em misturas com agua ultrapura) para
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Figura 19 — Estudo de adsorcdo em fungéo do tempo de equilibrio entre os diferentes
polimeros (massa de 5,0 mg). e tetraciclina (4,0 mg L** em acetonitrila); com intervalo
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Figura 21 — Estudo cinético do tempo de equilibrio entre os diferentes polimeros e
seus respectivos controles (massa de 5,0 mg). e tetraciclina (4,0 mg L? em
acetonitrila); com intervalo de tempo de 10 min até 240 MiN. .........ccccoeeeevveiiiineeeeeenns 73
Figura 22 — Avaliacdo concomitante da dosagem de massa dos polimeros (5,0 até
25,0 mg) e dos solventes (metanol, etanol e acetonitrila) para analise da tetraciclina
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Figura 23 - Isoterma de adsorcédo para tetraciclina (de 1,0 até 90,0 mg L* em
acetonitrila) em contato com os polimeros (5,0 mg) com tempo de interacdo de 90
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Figura 24 — Formula estrutural das moléculas utilizadas no ensaio de seletividade e
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Figura 25 — Ensaio de seletividade para o MIP convencional e MIP de alta porosidade.
Em separado, solucdes de cada analito (5,0 mg L preparadas em ACN) foram
colocadas em contato por 90 min com 5,0 mg dos polimeros. ........ccceeeeeeeveviiieeeenns 80
Figura 26 — Ensaio competitivo (interferéncia) para o MIP convencional e MIP de alta
porosidade. Solu¢cBes contendo tetraciclina mais interferente (ambos na concentracao
final de 5,0 mg L preparadas em ACN) foram colocadas em contato por 90 min com
SO 2o o [0 1S3 oo 110 T=T o 1TSS 82
Figura 27 — Procedimento experimental no sistema de fluxo lateral utilizando reacéo
de complexagéo entre tetraciclina e FeCls. (a) Inicialmente MIP e solugéo de FeCls
séo depositados na tira de fluxo lateral. (b) Posteriormente adiciona-se solucao de
tetraciclina, a qual elui pela tira e que, (c) em contato com o metal forma o composto
de coordenacéo colorido que fica retido na linha teste de MIP..............cccoooviiiinnnnnn. 96
Figura 28 — Sistema de quantificacdo das tiras de fluxo lateral, cuja parte superior
comporta o smartphone e os LEDs para iluminacdo alimentados por fonte de tenséo
de 12 V e parte inferior para suporte da tira de fluxo lateral. A imagem é obtida
utilizando o aplicativo OpenCamera e, por meio do software ImageJ a imagem é
tratada selecionando a cor de maior intensidade do canal RGB, cuja intensidade de
area colorida é convertida no sinal analitico de absorbancia...............cccccevvvviiinnnnnn. 99
Figura 29 — Representacdo esquematica dos componentes do ensaio no formato
competitivo. O conjugado Au-APT NP foi depositado na tira conjugada. A linha de teste
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Figura 30 — Imagens de microscopia confocal exibindo a ligagéo da tetraciclina nos
polimeros depositados ha membrana de nitrocelulose. Condi¢des de analise: eluicdo
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Figura 31 — Imagens de microscopia confocal de tiras de fluxo lateral apos eluicdo de
concentracdes de tetraciclina (a) 10 mg L%; (b) 25 mg L e (c) 90 mg L para linha de
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Figura 32 — Ensaio qualitativo exibindo a formac&o do complexo entre tetraciclina e
Fe3*. Mantendo-se o volume de tetraciclina (0,2 mol L) constante, gotas de FeCls
(0,1 mol L) foram adicionadas. Da esquerda para a direita, auséncia de reacéo (sem
mudanca), complexo formado (coloracdo amarela) e excesso de reagentes (alta
intensidade de PrecCipitaGaii). . ........ e 110
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de tetraciclina e Fe3* (representadas como fracdo molar da tetraciclina) para
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Figura 34 — Representacdo esquematica da reacdo de complexacdo, com destaque
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Figura 35 — Estudo cinético (de 15 s até 20 min) da reacdo de complexacao entre
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Figura 36 — Eluicdo de tetraciclina (0,22 mol L'* em &gua) utilizando solugdo tampéao
de corrida na tira de fluxo lateral contendo MIP e NIP de alta porosidade depositados
e posterior reacéo colorimétrica com FeCls (0,10 mol L't em &gua). O branco consiste
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Figura 37 — Intensidade do sinal colorimétrico em funcéo da intensidade de iluminagao
(8 —-14 V) e do tempo de obtencao da imagem apos o inicio da rea¢éo (10 — 120 min).
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Figura 38 — Avaliacdo da seletividade da reacdo colorimétrica frente a um MIP para
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Figura 39 — Avaliacdo do efeito da composicdo da solucdo de corrida no sinal
colorimétrico comparando agua ou diferentes solucbes tampédo. (a) ldentificacdo
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(5,6x10* mol LY) € FECI3 0,6 % (IM/V). w.eveiiiiiiiee ettt 118



Figura 40 - Bloqueio da membrana de nitrocelulose utilizando diferentes proporc¢des
de BSA e PEG. Eluicdo com solucdo tampao de corrida HEPES, tetraciclina
5,6x10* Mol Lt @ FECI3 0,6 % (IM/V). coooouiiiiiieeee e, 119
Figura 41 — Avaliagao do efeito da concentracéo e da quantidade de eluicoes de FeCls
no sinal colorimétrico da reacdo de complexacéo. Eluicdo de tetraciclina 0,22 mol L
com solucdo tampédo HEPES 0,1 mol Lt a pH 7,4. O volume de FeCls para cada
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Figura 42 — Avaliagao do efeito da concentracao da solugcéo tampao HEPES a pH 7,4
na intensidade do sinal colorimétrico nas membranas 120 HP e 170 HP. Tetraciclina
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Figura 43 — Avaliacao dos polimeros biomiméticos sintetizados: tradicional (MIP),
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eluicdo de diferentes concentragBes de tetraciclina. (b) Curva analitica com regido
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depositado. Medidas realizadas em triplicata. ................ccciiiii i 127



Figura 48 — Regido linear da curva analitica (30 — 60 mg L) para o sistema de fluxo
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de reconhecimento, além das tabelas de correlacdo do sinal colorimétrico (X: sem
resposta colorimétrica, v': resposta colorimétrica) em funcéo da presenca ou auséncia
do analito na amostra. Au NP: nanoparticula de ouro; APT 1°: aptamero de ligagcao
primario; APT 2°: aptamero de ligacao secundario; c-APT: aptamero complementar.
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ultrapura e solucdo tampédo TRIS e HEPES; ambas 0,01 mol L't a pH 7,4). Sinal
colorimétrico obtido pela eluicdo de 10,0 pL de FeClz 0,05 % (M/V).....cccevvvnveeennnns 140
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tetraciclina adsorvida, utilizando Fe®" como agente complexante. Volume de
suspensao depositada: 2,0 yL; volume de FeCls 0,5% (m/v) adicionado: 10,0 uL;
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1 INTRODUGAO

A acédo antropogénica € responsavel pela liberacdo de compostos quimicos de
véarias classes que causam contaminagdo dos ambientes aquaticos, terrestres e da
atmosfera. Devido aos efeitos ecoldgicos adversos e problemas de toxicidade para 0s
seres Vivos esses compostos, denominados de contaminantes ambientais, tém sido
amplamente estudados. (1)

Os contaminantes séo classificados em dois principais grupos: tradicionais ou
emergentes. Os contaminantes tradicionais possuem toxicidade e efeitos no ambiente
conhecidos, além de serem detectados por diferentes métodos analiticos disponiveis.
Como alguns compostos ainda sdo amplamente utilizados eles apresentam grande
interesse de estudo. Nessa classe estdo incluidos os pesticidas modernos, metais
pesados e compostos organicos persistentes (dioxinas, bifenilas policloradas — BPC,
entre outros). (1,2)

Os contaminantes emergentes vém sendo estudados somente nos ultimos
vinte anos e, embora denominados de “emergentes”, ja estdo presentes no ambiente
por muitos anos ou décadas, mas ndo foram identificados previamente devido a
auséncia de metodologias analiticas e instrumentos capazes de detectar seus baixos
niveis de concentracdo com alta sensibilidade. (1,2)

Tanto os contaminantes tradicionais quanto emergentes séo identificados e
guantificados quase que em supremacia por técnicas hifenadas como cromatografia
(tanto liquida quanto gasosa) e espectrometria de massas com diferentes
configuracoes. (3,4)

De acordo com o periodico cientifico Emerging Contaminants, o0s
contaminantes emergentes sao “definidos como produtos quimicos que atualmente
nao sao regulamentados (ou foram apenas recentemente) e sobre 0s quais existem
preocupacbes em relacdo ao seu impacto na salde humana ou ecolégica”. No
entanto, ndo ha uma definicdo uniforme e definitiva para contaminantes emergentes,
cuja interpretacéao é flexivel e depende da perspectiva e objetivos da avaliacao. (5)

Na classe dos contaminantes emergentes séo incluidos farmacos, horménios,
retardantes de chama, nanomateriais, compostos perfluorados, microplasticos, entre
outros. Dentre esses, 0s farmacos sao amplamente pesquisados devido a importancia
gue apresentam na manutencdo da saude do ser humano e, ao mesmo tempo, 0s

efeitos adversos causados pela sua presenca no meio ambiente. Estdo inclusos nesse
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grupo os antibidticos, analgésicos, B-blogqueadores, entre outros tipos. (6) Os
antibioticos e seus metabdlitos estdo entre os compostos mais encontrados no solo e

agua, tornando-se imprescindivel seu monitoramento. (7)

1.1 Tetraciclinas

As tetraciclinas fazem parte de um grupo de antibiéticos de amplo espectro,
atuando contra bactérias gram-positivas e gram-negativas; por meio da inibicdo da
sintese proteica ao se ligar na subunidade 30S dos ribossomos bacterianos. As
tetraciclinas sao utilizadas clinicamente no tratamento de infeccdes respiratorias,
urogenitais e gastrointestinais. Além do uso em humanos, tetraciclinas sdo muito
utilizadas na terapia animal para tratar e prevenir infeccées e na pecuaria como aditivo
para promover o crescimento e ganho de peso do animal. (8,9)

A atividade antimicrobiana das tetraciclinas estad relacionada com a sua
estrutura basica, que possui um sistema linear naftaceno com grupos funcionais em

comum e outros que variam em posicdes especificas; conforme exibido pela Figura 1.
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Figura 1 — Formula estrutural das tetraciclinas mais utilizadas.
Fonte: autor do trabalho.

Considerando diferentes partes da estrutura e mantendo o nucleo tetraciclico,

a presenca da amida em C2 e a configuracdo absoluta em C4, a influéncia dos
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substituintes nas posi¢cfes C5 a C9, a conservagao do sistema ceto-endlico (posi¢cdes
Cl1, C12 e Cl12a) e a configuracdo a nas posicdes 4a e 12a sdo essenciais para a
manutencdo da atividade farmacoldgica das tetraciclinas. (8,10)

As estruturas das tetraciclinas contém muitos sitios de ligacdo em seus grupos
nucleofilicos ricos em elétrons e elas podem formar complexos com metais (com
diferentes estequiometrias de metal e ligante) e em diferentes estados de protonacao,
ocorrendo estabilizacdo da alta densidade de elétrons das tetraciclinas. Com isso, as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas das tetraciclinas podem sofrer
mudancas significativas. (11,12)

A tetraciclina, minociclina e doxiciclina sdo as mais aplicadas no tratamento
para infecgcdes em humanos, (8) enquanto que tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina
e oxitetraciclina no tratamento de animais. (13)

Apenas uma pequena fragéo das tetraciclinas é metabolizada ou absorvida pelo
corpo, enquanto 75% das tetraciclinas séo excretadas pelo corpo em sua forma ativa.
(14) Assim, elas sdo encontradas abundantemente em andlises no solo e em aguas
residuarias, além das aguas de rios ou para consumo humano; em concentra¢des nas
ordens de mg L* e pug L. (7,15,16)

No Brasil, a legislagcdo que estabelece os limites de residuos maximos para
presenca da tetraciclina em diferentes tipos de alimentos é regulamentada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes. (17) Por outro lado, para o monitoramento da
tetraciclina em aguas para consumo e efluentes, tanto no Brasil quanto no mundo n&o
h& legislacdo vigente que estabeleca um limite maximo permitido. (18,19)

A exposicdo sem controle a tetraciclina pode causar efeitos danosos a saude
humana, como toxicidade aos 6rgaos e perda de cabelo. Além do mais, 0 uso sem
controle do medicamento pode levar ao aumento da resisténcia bacteriana e,
consequentemente, a diminuicdo da eficiéncia no tratamento de infec¢des. (20)

Por conseguinte, frente a necessidade de um monitoramento rigoroso desse
medicamento, diferentes estratégias estdo sendo exploradas para um monitoramento
facil, rapido, sensivel e seletivo desse antibittico.

Tasci e colaboradores (21) avaliaram a presenca de tetraciclina e seus
metabdlitos, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com
espectrometria de massas, em diferentes tipos de amostras de leite. A faixa de

recuperacao dos analitos variou entre 73,3% — 87,7%, com limite de deteccdo no
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intervalo de 0,68 — 3,16 ug kg e limite de quantificagdo entre 2,24 — 10,43 ug kg*.
Os pesquisadores encontraram em 6 amostras de leite cru de cabra e 6 amostras de
leite cru de vaca a presenca de tetraciclina acima dos limites residuais maximos
permitidos pela legislagao.

Um sensor eletroquimico para detecgdo de tetraciclina em amostras de agua
foi desenvolvido por Song e colaboradores. (22) O sensor foi construido baseado em
material tipo Metal-Organic Frameworks (MOFs) de Fe depositado em nanofibras de
carbono. Nessas nanofibras depositou-se nanoparticulas de ouro recobertas com
aptamero de ligacao a tetraciclina. Os MOFs aumentaram a resposta eletroquimica
do sistema, além de incrementarem a estabilidade das nanofibras de carbono em meio
acido e basico. O sensor apresentou faixa linear de trabalho no intervalo de 1,0x101°
— 1,0x10* mol L e seletividade frente a antibiéticos de outras classes (0 sensor nao
foi avaliado para outros tipos de tetraciclinas). Ao ser aplicado em amostras de agua
de torneira e de lago, a faixa de recuperacgao para o analito foi de 89,7 — 102,8%.

Yue e colaboradores (23) avaliaram os efeitos do biocarvao para remocéo da
tetraciclina do solo. Cinco tipos de biocarvao derivados de esterco de vaca e quatro
tipos derivados de vegetais foram adicionados em solos contaminados com uma
mistura de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina por 60 dias. Os resultados
obtidos mostraram que os biocarvdes, especialmente os derivados do esterco de
vaca, podem remover os antibioticos do solo (a uma taxa aproximadamente 10%
superior quando comparada com o controle). Ao avaliarem o mecanismo de agao, os
pesquisadores concluiram que o aumento da taxa de remocdo dos antibidticos apos
a adicao de biocarvao foi devido ao aumento da acessibilidade para microorganismos
degradantes por meio da elevacao da condutividade elétrica. Mais ainda, as atividades
microbianas foram estimuladas por meio do aumento da suplementacéao de C e N.

Ehtesabi e colaboradores (24) desenvolveram um material adsorvente para
tetraciclina baseado em pontos quanticos de carbono recobertos com alginato de
sédio. Quando adsorvida no material a tetraciclina suprimiu a fluorescéncia dos pontos
de carbono, sendo a quantificacdo do analito realizada por meio de imagens da
solucéo contendo a mistura do material e da tetraciclina obtidas com a camera de um
celular. O material foi caracterizado e o processo de adsor¢cédo que apresentou melhor
ajuste (maior valor de R?) foi o modelo cinético de pseudo-segunda ordem. A faixa
linear de trabalho foi compreendida entre 1 — 15 ymol L e limite de quantificacédo de

2 ymol L1,
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Além das técnicas de deteccdo, as fases de reconhecimento também sé&o
exploradas para tornar a identificacdo dos analitos o mais seletiva possivel. Ademais
0S materiais biolégicos como anticorpos, enzimas e acidos nucleicos, atualmente
diferentes tipos de materiais poliméricos inteligentes (que sdo responsivos a estimulos
especificos) e seletivos tém sido desenvolvidos para serem aplicados como fase de

reconhecimento. (25)

1.2 Polimeros molecularmente impressos

Os polimeros molecularmente impressos (do inglés Molecularly Imprinted
Polymers — MIP) sdo uma das classes de polimeros com reconhecida aplicacdo na
identificacdo e pré-concentracdo de diferentes tipos de moléculas com alta
seletividade. (26) O desempenho seletivo dos MIPs € atribuido & sua estrutura
tridimensional e composicdo quimica: eles realizam o reconhecimento especifico por
formarem cavidades que sdo quimica e fisicamente complementares em relacéo aos
grupos funcionais, tamanho e forma do analito. (27)

Os MIPs também sdo denominados de polimeros biomiméticos por imitarem o
sistema de reconhecimento biolégico baseado em afinidade, como por exemplo o
sistema antigeno/anticorpo. Entretanto, os polimeros apresentam vantagens se
comparados com 0s materiais biologicos: baixo custo, facil preparagdo, alta
resisténcia mecanica e térmica e podem ser armazenados por anos sem perda de
eficiéncia. (26—28)

O processo de moldagem molecular, desde a interacdo entre o analito e
mondmero funcional até a formacdo da cavidade seletiva, esta esquematizado na

Figura 2.
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Figura 2 — Esquema de moldagem molecular na formac¢do do MIP resumindo as etapas de reacgdo e
componentes da sintese.
Fonte: PUPIN et al (28).

Como exibido na Figura 2, por meio da interacdo do analito com as moléculas
do monémero funcional, seja por ligacao covalente ou interagdes quimicas, € formado
inicialmente o complexo analito-mondémero funcional. Em sequéncia, adiciona-se no
meio reacional um mondémero estrutural que promove liga¢des cruzadas que formara
uma matriz polimérica rigida contendo a cavidade impressa. Por fim, é acrescentado
um iniciador radicalar para dar inicio a reacao de polimerizacdo. Apés a formacao do
polimero, as cavidades impressas sao liberadas pelo processo de remocao do analito
por extracdo com solventes. (28,29)

De modo analogo ao MIP é sintetizado um polimero ndo impresso (Non-
Imprinted Polymer — NIP) como material de controle. O NIP é sintetizado sem a
presenca da molécula molde e, portanto, ndo possui cavidades seletivas. Deste modo,
por meio do NIP, é possivel monitorar a especificidade e/ou inespecificidade das
ligacdes quimicas entre polimeros e analitos.

O processo de obtencdo dos MIP se da, em geral, por polimerizacéo radicalar,
sendo a mesma realizada em sistema com auséncia de oxigénio, uma vez que o Oz
impede a reacdo de polimerizacdo por consumir os radicais livres formados. A reacao
€ iniciada com aquecimento ou radiacdo UV, os quais induzem a quebra do iniciador
formando radicais. Diferentes metodologias séo aplicadas para sintese dos polimeros:
polimerizagao por radicais livres, polimerizagéo por radicais controlados e por radicais
vivos. (30)

Na polimerizacao por radicais livres (que inclui os métodos classicos de sintese
como “bulk” e precipitagdo) ndo ha controle do tamanho das particulas formadas; no

entanto, o método possui instrumentacdo simples e € realizado sob condi¢cbes
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brandas (de pressao e temperatura, por exemplo). A polimeriza¢éo por radicais vivos
ou controlados (como a polimerizacédo radicalar por transferéncia de atomo ou a
polimerizacdo por transferéncia de cadeia reversivel por adicdo-fragmentacéo)
permite controlar o tamanho das particulas poliméricas, contudo, exige
instrumentacao especifica. (30)

A polimerizacdo em “bulk” consiste em adicionar todos os reagentes ao mesmo
tempo no frasco (um sistema de preparo homogéneo) e, embora a mais simples,
apresenta algumas desvantagens como impressao irregular dos sitios de
reconhecimento e tamanho ndo-uniformes de particulas. Devido a estas limitages,
outros métodos de preparo dos MIP, como a precipitacdo, séo utilizados com o intuito
de produzir particulas com tamanhos uniformes. (30)

A polimerizagdo por precipitagdo € utilizada devido a sua simplicidade e pela
obtencdo de particulas mais homogéneas. Nesse método volumes superiores de
solventes (cerca de 5 vezes maiores quando comparado com o método em “bulk”) séo
empregados a fim de impedir a formacado de uma pasta polimérica. A formacao das
particulas poliméricas a partir do método de polimerizagdo por precipitacdo ocorre
devido ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da reacdo, a qual se torna menos
soltvel no meio devido ao seu tamanho e acaba precipitando. (30)

A organizacao tridimensional dos grupos funcionais dos MIP € obtida por meio
do estabelecimento de uma ligacdo covalente ou interagdes quimicas (ligacdo de
hidrogénio, interacao ibnica, etc.) entre os mondémeros funcionais e a molécula-molde
durante o processo de polimerizagdo. A formacédo do complexo analito-mondémero
com a melhor complementaridade entre os grupos funcionais das moléculas é
essencial no processo de moldagem das cavidades seletivas. Cada método possui
sua vantagem e desvantagem, sendo escolhido e aplicado de acordo com 0s grupos
funcionais disponiveis no analito. (31-33)

Deste modo, os MIP vem sendo sintetizados para os mais diferentes tipos de
moléculas, tais como ions, (34) corantes, (35) pesticidas (36) e antibioticos (37) até
macromoléculas como proteinas. (38,39) Os MIPs também apresentam bons
resultados quando aplicados em diferentes técnicas como extracdo em fase solida,
(40,41) cromatografia (42) e sensores. (43)

Um polimero impresso para determinacéo do ion Pb?* (denominado de IIP —
lon Imprinted Polymer) foi desenvolvido por LOpez e colaboradores. (34) A

seletividade do polimero foi dada pelo rodizonato de sodio, que forma compostos de
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coordenacdo com metais como o chumbo e avaliou-se o efeito de diferentes
mondmeros funcionais (escolhidos por simulacdo computacional). Com a avaliacao
dos ensaios de adsorcao, o IIP que apresentou melhor eficiéncia foi composto por
rodizonato e &cido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico; com capacidade méaxima de
adsorcédo do analito na ordem de 51,8 mg g e tempo de adsorcédo de 10 minutos. O
polimero impresso foi aplicado em amostras de agua de rio fortificadas com Pb?* e a
faixa de recuperacéo obtida foi de 97,9 — 99,2%.

Wang e colaboradores (44) desenvolveram um MIP para determinacdo
simultanea de trés classes diferentes de antibidticos: fluoroquinolonas, tetraciclinas e
sulfonamidas. Para isso, uma molécula modelo de cada classe foi utilizada como
template e a sintese conduzida pelo método bulk. Foi avaliada a capacidade de
adsorcao do material em extracdo em fase sélida para vinte moléculas pertencentes
as trés classes de antibioticos e a quantificacdo realizada por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia. Foram analisadas amostras de carne de porco, com recuperacdes
acima de 92% para todos os analitos e limite de detecgdo de 0,5 -3 ng g.

Mortari e colaboradores (45) sintetizaram um MIP para determinacdo do
corante verde acido 16. O MIP foi sintetizado pelo método bulk tradicional e, apos
otimizacdo dos parametros, a eficiéncia de adsorgéo foi avaliada pela medida direta
do corante adsorvido no MIP por meio de espectroscopia de reflectancia difusa. O
sistema apresentou faixa linear de trabalho de 1,0 — 10,0 umol L* e limites de deteccéo
e quantificacdo de 0,3 ymol L e 1,0 ymol L%, respectivamente. O polimero impresso
apresentou valores de seletividade superior a 1 para diferentes corantes e foi aplicado
em amostras de 4gua de rio, com recuperacao na faixa de 93,3 — 98,8%.

Assim, em vista da sua versatilidade, os MIPs puderam ser acoplados com as
técnicas classicas e apresentaram alta eficiéncia no reconhecimento seletivo. No
entanto, em virtude de algumas limitagdes que tais técnicas apresentam (como alto
custo e elevado tempo de analise para a cromatografia ou a complexidade na
construcdo de sensores; por exemplo), o desenvolvimento de dispositivos mais

simples e de resposta rapida se mostram de alta relevancia.

1.3 Testes de fluxo lateral

Entre os sistemas utilizados para analise rapida de modo qualitativo e

guantitativo de diferentes moléculas, tém sido utilizados os imunoensaios de fluxo
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lateral (do inglés Lateral Flow Immunoassays). Estes sdo sistemas de andlise
inspirados em Point of Care Tests (POCT), ou seja, testes para uso em qualquer local;
sem a obrigatoriedade de estar em um laboratério. Deste modo, os testes de fluxo
lateral se tornaram populares em anadlises clinicas, de alimentos e diagndsticos
médicos devido a rapidez na obtencéo dos resultados, alta seletividade e estabilidade,
baixo custo e facil manuseio. (46)

Entre os kits comerciais para uso domestico, hospitalar, laboratorial ou clinico
disponiveis atualmente que utilizam o formato fluxo lateral, encontram-se testes para:
gravidez e fertilidade, glicose, colesterol, coagulacdo sanguinea, drogas, doencas
infeciosas, urina, doencas oncologicas, marcadores cardiacos, patdgenos
alimentares, alérgenos, entre outros. (47)

A importancia econdmica desses dispositivos foi demonstrada em relatorio
reportado pela LinkerReporter, no qual é informado que em 2020 o mercado de POCT
foi de 29,5 bilhdes de ddolares e com expectativa de que ele atinja 50,6 bilhdes de
dolares em 2025. Os principais usuarios dos dispositivos de POCT, por regido, foram
Ameérica do Norte (39%), Europa (24%), Asia (21%), América Latina (10%) e Oriente
Médio e Africa (5%). O segmento de ensaios de fluxo lateral foi responséavel pela maior
participacdo do mercado, por plataforma, de diagndsticos Point of Care em 2020. (48)

Deste modo, a busca por dispositivos cada vez mais eficientes tem aumentado.
A Figura 3a exibe o crescimento das publicacdes cientificas em funcéo dos anos para
os imunoensaios de fluxo lateral; a Figura 3b mostra a segmentacéo do tipo de dados

publicados.



36

N° de documentos
| - N w IS o
o (@] o o o
o o o o o
1 1 1 1 1

04

1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020
Ano de publicagao

®) Tipo de documento

31%

4‘ 4,6%

7,2%
57,2%

rtigos atentes eviews utros
I ~rtigos I Patentes ™ R Out

Figura 3 — (a) Levantamento anual do nimero de publicagbes utilizando o conceito Lateral Flow
Immunoassay no intervalo de 1997 até 2020. (b) Distribuicdo das publicacGes em funcao do tipo de
documento; na qual a categoria “outros” engloba “estudo de avaliacdo, estudo de comparagéo, ensaios
clinicos, estudos de validacéo, letters, avaliacdo de caso, estudo de observacéo, errata, comentéarios e
revisdo sistematica”. Levantamentos utilizando a base de dados SciFinder®.

Fonte: autor do trabalho.

Pela Figura 3a observa-se que até 2008 o numero de publicacbes referentes
aos imunoensaios de fluxo lateral se manteve constante, com um discreto aumento a
partir 2009 até 2012. A partir 2013 houve um aumento acentuado ano a ano, sendo o
maior numero de publicacdes registrado em 2020, contando com 626 publicacdes.

Esse aumento para o ano de 2020 pode ser explicado pela busca, desenvolvimento e
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comparacao da eficiéncia de testes rapidos tipo fluxo lateral para determinacdo do
SARS-CoV-2, o coronavirus causador da pandemia mundial de Covid-19 que afetou
todos os paises a partir de 2020. (49)

Conforme exibido na Figura 3b, do total de trabalhos registrados, a maior
parcela é para os artigos cientificos (57,2%) seguida pelas patentes (31%). Portanto,
€ possivel notar o crescimento na busca por sistemas mais eficientes e de com
viabilidade comercial.

O dispositivo de fluxo lateral € constituido, como exibido na Figura 4, por um
compartimento para inserir a amostra (tira de amostra); um compartimento conjugado
a tira de amostra (tira conjugada) no qual sdo adicionadas as moléculas ou
nanoparticulas (NP) para o biorreconhecimento que se ligam ao analito (denominadas
de moléculas/NP marcadoras); membrana de nitrocelulose, na qual flui a amostra e,

por fim, uma tira para absorcao dos reagentes (tira absorvente). (46)

linha de linha de
) teste controle
tira de
amostra
. EEEp— — tira
tira absorvente
conjugada Fluxo

Figura 4 — Representagdo esquematica da tira de ensaio do tipo fluxo lateral com viséo geral dos seus
componentes e sentido do fluxo de solvente.
Fonte: autor do trabalho.

A amostra e a solugcédo tampéo de corrida séo aplicadas na zona de amostragem
gue consiste em uma tira de amostra cuja constituicdo pode ser de nitrocelulose, nylon
ou fibra de vidro. Podem ser aplicadas amostras de variadas composi¢des: sangue
total, plasma, soro, muco, saliva, agua e alimentos. (50,51)

O segundo componente € a tira conjugada, cuja constituicdo pode ser a mesma
da tira de amostra, sendo a fibra de vidro utilizada na maioria dos testes. Tanto a tira
conjugada quanto a tira de amostra podem ser modificadas com a adicdo de agentes
blogueadores ou surfactantes para impedir a adsor¢do das biomoléculas, garantindo

assim sua total eluicdo. (50,51)
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A tira conjugada é recoberta com quantidades conhecidas de um marcador (por
exemplo, anticorpo, proteina ou DNA) especifico ao analito. O marcador responsavel
pelo biorreconhecimento é acoplado a nanoparticulas responsaveis pela resposta
visual do sistema na zona de teste. As nanoparticulas mais utilizadas para a resposta
colorimétrica sdo latex ou ouro coloidal. (50,51)

A membrana da zona de teste, constituida por nitrocelulose, € a parte na qual
um segundo marcador especifico para captura do analito é imobilizado em uma faixa
estreita (linha de teste) na membrana. A intensidade da cor que aparece na linha de
teste é proporcional a concentracao do analito presente. As NP bioconjugadas livres
migram pela membrana até a linha de controle, na qual é imobilizada um componente
especifico ao biorreconhecedor. Assim, a molécula conjugada na NP ira se ligar ao
material especifico formando uma linha visivel, a qual € denominada de linha de
controle e permite ao analista confirmar a viabilidade do teste. (50,51)

A zona do reservatorio (tira absorvente) é composta por celulose e possui a
funcdo de absorver toda solucdo de corrida adicionada para andlise e os demais
componentes nao-reagentes; sendo de extrema importancia para impedir que as
solugBes adicionadas voltem a tira e ocasionem erros no experimento. (50,51)

A Figura 5 exemplifica o esquema basico de funcionamento do teste de fluxo

lateral, além dos componentes principais do teste.

(a)

/ Componentes do teste:

Bioconjugado:

) NP e Anticorpo
Analito (JL\ secundario

/ 8¢
Anticorpo H Anticorpo

primario "7 controle

(b)

(c)

Figura 5 — Representacdo esquematica de funcionamento do imunoensaios ndo-competitivo de fluxo
lateral com resposta positiva e dos componentes do teste. (a) Adicdo da amostra. (b) Eluicdo pelo
sistema. (c) Resposta colorimétrica nas linhas de teste e controle.

Fonte: autor do trabalho.
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Conforme exibe a Figura 5, a amostra contendo o analito é adicionada na tira
de amostra e elui até a tira conjugada. O anticorpo imobilizado na nanoparticula de
ouro se liga em um dos sitios disponiveis no analito. Ao continuar a elui¢cdo, outro sitio
disponivel se liga ao anticorpo de captura que compde a linha teste. O excesso de
conjugado continua a eluicao e se liga ao anticorpo de captura especifico na linha de
controle; sendo observada a resposta colorimétrica gerada nas duas linhas.

A resposta visual do teste de fluxo lateral é o indicador qualitativo da presenca

ou auséncia do analito na amostra, conforme resume a Figura 6.

Amostra Amostra
Teste
( ) ! ! | Positivo ( ) | ‘
T C T c
L Teste
Invalido
Amostra Test Amostra
este
( ) ! | Negativo ( ) |
T C 7 T C ]

Figura 6 — Resposta visual do teste de fluxo lateral de acordo com a presenca do analito (teste positivo),
auséncia do analito (teste negativo) ou erros durante a resposta visual (teste invalido).
Fonte: autor do trabalho.

Pela Figura 6 nota-se que para a presenca do analito, duas linhas coloridas sao
observadas, sendo a linha de teste e a linha de controle. No caso da auséncia do
analito, a linha de teste n&o apresenta resposta visual, apenas a linha de controle. E
importante ressaltar que a linha de controle sempre deve apresentar resposta visual.
Caso a linha de controle ndo apresente coloracdo ou apenas a linha de teste
apresente resposta, o0 teste € considerado invalido e deve ser descartado.
Possivelmente, algum erro durante a execuc¢ao do teste ou degradagéo dos reagentes
armazenados pode ter ocorrido. (50,51)

Os principais formatos para os imunoensaios de fluxo lateral sdo do tipo néo-
competitivo (como exemplificado na Figura 5) ou competitivos. O formato nao-
competitivo (ou também formato sanduiche) pode ser estruturado para analitos de alta
massa molecular e que possuem mais de um epitopo disponivel, como proteinas e
enzimas, por exemplo. Ja o formato competitivo é utilizado para haptenos, que séo
moléculas pequenas (baixa massa molecular) que geralmente possuem apenas um

epitopo disponivel. (52)
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Os ensaios de fluxo lateral sdo majoritariamente utilizados como testes
gualitativos. Contudo, eles também podem ser utilizados como testes quantitativos
utilizando propriedades especificas das nanoparticulas marcadoras (luminescéncia,
fluorescéncia, quimiluminescéncia, entre outras) como forma de detecc¢do. Diferentes
tipos de leitores sdo disponiveis comercialmente, desde equipamentos mais
sofisticados de bancada até os portateis como os smartphones. (53)

Além dos anticorpos (mono ou policlonais) que sdo aplicados na maioria dos
testes, atualmente outras fases de reconhecimento vém sendo empregadas nos
sistemas de fluxo lateral. S&o reportados o uso de fragmentos de anticorpos (apenas
a porcao Fab), nanocorpos (anticorpos especificos encontrados na familia dos
camelos) e aptameros (fitas simples de DNA). (51)

Tian e colaboradores (54) desenvolveram um dispositivo de fluxo lateral para
determinacao qualitativa e quantitativa da tetraciclina. O dispositivo foi estruturado no
esquema competitivo: nanoparticulas tipo rede-organometalicas (Metal-Organic
Frameworks — MOFs) marcadas com anticorpos anti-tetraciclina competem pelo
reconhecimento da tetraciclina presente na amostra e pela tetraciclina imobilizada na
nitrocelulose (linha de teste). A linha de controle foi composta por anticorpos anti-IgG
de rato produzido em cabra. As imagens para quantificacdo foram obtidas utilizando
uma camera fotografica, quantificadas pelo software ImageJ e o teste apresentou faixa
de trabalho linear de 0,09 a 6 ug L e limite de deteccédo de 0,045 ug L.

Um teste de fluxo lateral para determinacdo qualitativa de oxitetraciclina foi
desenvolvido por Naik e colaboradores. (55) O ensaio foi estruturado no formato
competitivo, sendo a linha de teste composta por oxitetraciclina conjugada a BSA e a
linha de controle composta por anticorpo anti-IgG de rato produzido em cabra. Nas
nanoparticulas de ouro foram conjugados anticorpos anti-oxitetraciclina produzidos
em ratos. Obteve-se que o LOD visual foi de 10 pug L* em solucéo padrdo e 30 ug L?
em amostra de leite fortificada com o analito.

Qian e colaboradores (56) desenvolveram um teste de fluxo lateral para
determinacao de tetraciclina utilizando o espalhamento Raman para quantificacdo do
analito na linha de teste. Na tira conjugada foram depositadas nanoestrelas de ouro
conjugadas com anticorpo monoclonal anti-tetraciclina produzido em rato, a linha de
teste foi composta por tetraciclina conjugada a BSA e a linha de controle composta
por anticorpo anti-lgG de rato produzido em cabra. Conforme estrutura do ensaio

competitivo, para maiores concentracoes de tetraciclina, houve diminuicdo na
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intensidade do sinal Raman (sinal visual de colorac¢éo cinza). O ensaio de seletividade
mostrou diminuicdo do sinal da linha teste para oxitetraciclina e clortetraciclina,
indicando a ocorréncia de reacdo cruzada e, deste modo, os pesquisadores
concluiram que o teste deveria ser aplicado para a familia das tetraciclinas.

Portanto, em funcdo do exposto, o desenvolvimento de materiais e sistemas de
identificacdo altamente seletivos para contaminantes emergentes possui significativa
importancia. Assim, o presente trabalho dispde sobre o desenvolvimento de diferentes
tipos de MIPs para tetraciclina e construcao de sistemas de fluxo lateral com diferentes

composic¢des para determinacdo desse antibidtico.
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2 OBJETIVOS

Sintese, caracterizacdo e avaliacdo da eficiéncia de MIPs seletivos a
tetraciclina abordando trés diferentes estratégias: convencional, com ndcleo de silica
e de alta porosidade. Desenvolvimento e otimizacdo de sistemas de analise r4pida
baseados em fluxo lateral contendo MIP ou aptameros como fase de reconhecimento

seletivo a tetraciclina.
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3 CAPITULO |

SINTESE E OTIMIZACAO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS
PARA IDENTIFICACAO SELETIVA DE TETRACICLINA

3.1 Introducgao

O MIP tradicional, embora muito eficiente, possui algumas limitagbes em suas
fungdes; tais como transferéncia de massa lenta e reduzida acessibilidade do analito
nas cavidades seletivas, devido a morfologia irregular das particulas e distribuicédo
heterogénea dos sitios de ligacéo. (57,58)

Para minimizar esses inconvenientes, diferentes abordagens na sintese de MIP
foram desenvolvidas. Uma alternativa consistiu na combinacdo entre MIPs e
nanoparticulas (NP), gerando materiais tipo core-shell; em que uma NP sélida atua
como nucleo que é recoberto com uma casca polimérica de MIP. (59)

Em compositos core-shell, devido a sua estrutura que tem pequena dimenséao
com elevada razao superficie/volume, a maioria dos locais impressos esta situada na
superficie ou na proximidade da superficie, com uma distribuicdo mais homogénea.
Portanto, o MIP core-shell exibiu melhor capacidade de ligacao, cinética mais rapida
e melhor acessibilidade do analito ao sitio de reconhecimento quando comparado com
o MIP tradicional. (60,61)

A espessura da casca do MIP e a densidade dos locais de reconhecimento sé&o
fundamentais para melhorar seu desempenho. Deste modo, a escolha do método de
sintese desempenha um papel importante para os MIPs core-shell. Dos métodos
disponiveis, a polimerizacao por precipitacdo € uma das mais empregadas por ser
simples, rapida e facil. (62)

Entre os diferentes tipos de NP que podem ser utilizadas como nucleo; cada
material com suas propriedades permite diferentes aplicacfes, como exemplificado
na Tabela 1. (59,61)
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Tabela 1 — Principais tipos e respectivas funcdes desempenhadas por hanoparticulas utilizadas como
nucleo no desenvolvimento de MIP core-shell.

Tipo de nucleo Funcéo

Silica Homogeneidade no formato das particulas
Nanoparticulas magnéticas = Separacdo magnética externa, evitando processos
de centrifugacéo
Pontos quanticos Amplificacdo de sinal analitico de fluorescéncia na
construcéo de sensores
Metais nobres Aumento sinal Raman, ganho de condutividade

Nanoparticulas poliméricas Disperséao das particulas e controle da forma

Fonte: autor do trabalho.

Os nucleos podem ser sem modificacdes ou recobertos com algum compaésito,
a fim de melhorar sua estabilidade, solubilidade e impedir aglomeragéo das NP. A
modificacdo também permite inserir grupos funcionais necessarios para o
recobrimento do MIP na superficie da nanoparticula. (63)

No ano de 2004, Cai e Gupta (64) desenvolveram o primeiro MIP reportado na
literatura para identificacdo de tetraciclina. O estudo avaliou o efeito da capacidade
ligacdo do polimero pelo antibiotico em funcdo da concentracdo dos reagentes
utilizados na sintese e do tipo solvente de ligacdo. Os pesquisadores observaram que
solventes mais polares e concentracdes intermediarias de mondmero estrutural
permitiram melhor ligacdo entre polimero e analito; além disso o MIP apresentou
capacidade de retencédo de trés a cinco vezes superior em relagéo ao NIP.

O primeiro MIP do tipo core-shell desenvolvido para identificacdo de
oxitetraciclina foi do tipo MIP magnético. Chen e colaboradores (65) sintetizaram
nanoparticulas de magnetita (FesO4) e acrescentaram as NP no processo de sintese
do MIP. O polimero apresentou intervalo de recuperagao para o analito em amostras
na ordem de 72,8 — 96,5% e quando comparado com outros MIP para tetraciclina ndo
modificados, o MIP magnético apresentou melhor resultado de recuperacéo do analito
em amostras complexas.

Atualmente diferentes MIP core-shell magnéticos para identificacdo de
analogos da tetraciclina foram desenvolvidos, (66) além da aplicacdo desses MIPs em
extracdo em fase sdélida com posterior deteccdo da tetraciclina tanto por métodos

eletroquimicos (67) quanto por cromatografia liquida de alta eficiéncia. (68)
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Pizan-Aquino e colaboradores (68) sintetizaram um MIP magnético para
identificacdo de tetraciclina. O polimero foi caracterizado por técnicas como
microscopia eletronica de varredura e por infravermelho. Apds otimizados os estudos
de adsorc¢ao, o MIP foi aplicado em amostras de leite e a quantificacdo do analito (por
meio da analise do sobrenadante) foi realizada tanto por cromatografia liquida de alta
eficiéncia quanto por voltametria de pulso diferencial ao utilizar um eletrodo de pasta
de carbono como eletrodo de trabalho. Para o método eletroquimico a faixa linear de
trabalho foi de 0,13 — 1,9 mg L* e para o método cromatografico de 10 — 65 mg L. A
recuperacao do analito em amostras de leite ficou proxima de 100% para o MIP.

Outros MIPs tipo core-shell reportados para identificacdo da tetraciclina séo os
gue utilizam pontos quanticos como nucleo, permitindo utilizar as propriedades
fluorescentes tanto do nucleo quanto da tetraciclina no desenvolvimento de sensores
ou para analises em solucéo. (69)

Yu e colaboradores (70) desenvolveram um MIP com nucleo de pontos
guanticos de carbono. O material foi caracterizado amplamente por diferentes
técnicas, como difracdo de raio X, espectroscopia de fotoelétrons de raios X,
infravermelho e calorimetria diferencial exploratéria. Os pesquisadores observaram
gue a intensidade de fluorescéncia se manteve constante (0 a 60 min) e foi 6tima na
temperatura de 65 °C. Nas amostras de agua avaliadas, o intervalo de recuperacéo
para a tetraciclina foi de 101,2 — 104,1% para concentracdes de 5,0 — 25,0 mg L.

Mais recentemente tem sido desenvolvido MIP de alta porosidade (do inglés
hollow porous MIP). Esses polimeros sao inicialmente do tipo core-shell contendo
ndcleo sélido como magnetita, esferas de silica ou pontos quanticos; sendo o nucleo
removido do material utilizando uma solucédo adequada para solubilizacdo do nucleo
(geralmente solugdes aquosas acidas ou basicas) e mantendo integra a estrutura do
polimero. (71,72)

Muitas vezes no MIP core-shell, devido a espessura da casca polimérica, o
acesso as cavidades seletivas acaba se tornando limitado, o que diminui a
sensibilidade do MIP. Ao remover o nucleo o MIP se torna oco, liberando o acesso a
um maior numero de cavidades seletivas no MIP. O aumento das cavidades seletivas
liberadas usando esta estratégia de sintese na obtencdo do MIP permite uma
transferéncia de massa bilateral do analito, tanto pela interface exterior quanto pela
interface interior da camada polimérica; o que amplia consideravelmente a difuséo do

analito para os sitios de conhecimento. (62)
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Mais ainda, quando comparada a eficiéncia de reconhecimento entre um MIP
com nucleo nanoparticulado e seu correspondente MIP apds remocao do nucleo, uma
vez que a area superficial disponivel no MIP oco se torna maior, esse ultimo
apresentou maior sensibilidade no reconhecimento do analito. (62,72)

Um dos primeiros trabalhos reportados na obtencao de MIP oco (ou MIP de alta
porosidade) foi desenvolvido por Zhao e colaboradores. (73) Os pesquisadores
desenvolveram um sensor quimiluminescente para determinacdo do inseticida
fenpropatrina. O MIP de alta porosidade foi obtido por meio da remocédo do nucleo
nanoparticulado de silica (SiO2 NP) ao lavar o MIP em solucao de &cido fluoridrico. O
MIP apresentou capacidade de retencdo aproximadamente 2,5 vezes maior que o NIP
e 0 sensor, apods otimizado, limite de detecgdo de 3,1x10® g mL? e porcentagem de
recuperacao na faixa de 97,6 — 102,3% quando aplicado em amostras de vegetais.

Fan e colaboradores (74) sintetizaram polimeros impressos fotorresponsivos
do tipo core-shell (com nucleo de silica modificada) e MIP oco de alta porosidade para
identificacdo seletiva do oligossacarideo a-ciclodextrina. Os polimeros foram
caracterizados por diferentes técnicas (como infravermelho, termogravimetria e
microscopia eletrénica de varredura) e tiveram sua eficiéncia avaliada por diferentes
ensaios de adsorgcdo. O material de alta porosidade exibiu maior capacidade de
ligacdo e transferéncia de massa mais rapida quando comparado com o polimero
core-shell; respectivamente 2 h com capacidade de ligacdo maxima em cerca de
13,9 mg g* e 4 h com capacidade de 10,5 mg g*.

Diversos trabalhos que mostram a obtencdo e aplicacdo de MIP oco de alta
porosidade sintetizaram inicialmente o MIP core-shell com nucleo de silica (75-77) ou
magnetita. (78-80) Também sao reportados MIPs ocos de alta porosidade que
respondem a estimulos especificos (luz, temperatura e calor) para liberacéol/ligacédo
do analito. (81-83)

Embora sejam relatados diferentes tipos de MIP para determinagao de
tetraciclina e outros antibidticos, MIPs de alta eficiéncia, como o MIP oco de alta
porosidade, ainda sdo escassos na literatura; principalmente se comparados com o
tipo core-shell. Assim, o desenvolvimento de novos tipos de MIP podem permitir maior

eficiéncia na identificacdo de antibiéticos como a tetraciclina e seus analogos.
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3.2 Objetivos

Sintese e caracterizagdo fisico-quimica de trés tipos diferentes de MIP
(convencional, com nucleo de silica e de alta porosidade); bem como otimizacéo e
comparacao da eficiéncia na identificagdo da tetraciclina por meio de estudos de
adsorcéao. Por fim, verificacdo da capacidade de reconhecimento seletivo do material

em amostras complexas.

3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Reagentes e solugoes

Os reagentes utilizados para a sintese do MIP convencional foram tetraciclina,
acido acrilico e etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) fornecidos pela Sigma-Aldrich® e
peroxido de benzoila fornecido pela Vetec. Os solventes utilizados para sintese do
polimero foram metanol, adquirido da Panreac® e etanol, da marca Synth®; e para a
remogao do analito utilizou-se metanol e acido acético glacial fornecidos pela Synth®.

Para a sintese e modificacdo das nanoparticulas de silica foram utilizados
tetraetil ortossilicato (TEOS) e metacriloxipropil trimetoxissilano (MPS), fornecidos
respectivamente pela Acros® e Aldrich®. Os solventes utilizados foram etanol e
hidroxido de aménio (NH4OH), ambos fornecidos pela Synth®.

A remocédo do nucleo de silica para obtencdo do MIP de alta porosidade foi
avaliada utilizando-se solu¢des de hidréxido de sédio (NaOH) e acido fluoridrico (HF);
fornecidos respectivamente pela Synth® e Sigma-Aldrich®.

Todos os sistemas aquosos foram preparados com agua ultrapura obtida pelo
sistema Milli-Q Ultra Pure Water System da marca Millipore® (com resistividade igual
a 18,2 MQ cm).

Para os estudos de otimizacdo dos MIP sintetizados foram preparadas
solucGes de tetraciclina em metanol, acetonitrila (ambos Panreac®), etanol (Synth®),
agua ultrapura e misturas desses solventes. A otimizacdo dos MIP sintetizados
(estudo de dosagem de massa, tempo de equilibrio e isoterma) foram realizadas em
acetonitrila. Para os ensaios de seletividade e interferéncia, todos os compostos
utilizados (minociclina, doxiciclina, norfloxacina, penicilina G, diclofenaco e biotina)

foram adquiridos da Sigma-Aldrich®.
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As quantificagdes dos ensaios de otimizacdo foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para as medidas utilizou-se metanol
e acetonitrila grau HPLC, ambos da Panreac®. Para o preparo de fase moével aquosa

acidificada, utilizou-se acido fosférico fornecido pela Panreac®.

3.3.2 Instrumentagao

3.3.2.1 Caracterizacoes

Todos o0s materiais sintetizados, bem como as modificagcdes, foram
caracterizados por diferentes técnicas.

Para as medidas de infravermelho por transformada de Fourier foi empregado
um espectrometro FT-IR Vertex 70 da Bruker, utilizando uma faixa de leitura de 4000
a 400 cm™. A andlise foi realizada diretamente nas amostras sélidas, no modo de
reflectancia total atenuada.

A morfologia dos polimeros foi observada utilizando o microscopio eletrénico
de varredura de emissao por campo (MEV-FEG) da marca JEOL, modelo JSM-7500F,
com software de operacdo PC-SEM v 2.1.0.3, equipado com detectores de elétrons
secundario, retroespalhados e andlise quimica (energy dispersive spectroscopy -
EDS) da marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry, com software de operacdo NSS
2.3. Os polimeros foram sonicados em alcool isopropilico por 10 min e recobertos com

carbono, para posterior analise no microscopio.

3.3.2.2 Métodos analiticos

As analises espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotbmetro
UV-Vis modelo Cary 60 da Agilent®, comandado pelo software ScanCary WinUV.
Todas as analises foram realizadas em cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico
e varredura do comprimento de onda no intervalo de 200 a 700 nm.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando-se um cromatografo
Shimadzu® modelo 20A, com detector UV-Vis modelo SPD-20A, amostrador
automatico SIL-20A e degaseificador DGU-20A5, acoplado a um microcomputador. A
fase estacionaria utilizada foi uma coluna de fase reversa Shim-Pack VP-ODS 4,6 um

(tamanho da particula) 12 nm (diametro poro), comprimento de 250 x 4,60 mm de
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didmetro interno. A fase moével otimizada consistiu ha mistura de solugédo aquosa 0,1%
(v/v) de H3POs4 com acetonitrila na proporcdo 70:30 (v/v), a uma vazdo de
1,0 mL mint. A deteccéo foi realizada utilizando comprimento de onda de 285 nm e

volume de inje¢do de amostra de 10 pL.

3.3.3 Sintese dos MIPs e das nanoparticulas de silica (SiO2 NP)

O MIP convencional para tetraciclina foi obtido pelo método de sintese por
precipitacdo, o qual consistiu em: tetraciclina (0,25 mmol) e &cido acrilico (3,0 mmol)
— monbmero funcional — foram misturados em 50 mL da mistura metanol:etanol (1:1
v/v), utilizada como solvente porogénico, e mantidos interagindo sob agitacao por 12
horas a 25 °C. A seguir, acrescentou-se a mistura EGDMA (30,0 mmol) — monémero
estrutural — e foi borbulhado N2 por 25 min na solugdo de maneira a impedir que 0 Oz
interferisse na polimerizacdo. Por fim, o iniciador radicalar peréxido de benzoila (0,25
mmol) foi adicionado e o sistema vedado logo a seguir; sendo levado ao aquecimento
a 85 °C por 4 h. (68) Finalizada a sintese, lavou-se o polimero em sistema soxhlet
com metanol/agua para remover a tetraciclina e os reagentes em excesso. As aguas
de limpeza foram monitoradas por espectrofotometria na regiao do UV-Vis.

Para sintese dos polimeros do tipo core-shell, inicialmente foram sintetizadas
nanoparticulas de SiO2 conforme método proposto por Stober (84) e modificadas com
ainsercao de um grupo vinil, (72) conforme esquema exibido na Figura 7a. Para tanto,
adicionou-se 1,2 mL de tetraetil ortossilicato (TEOS) em uma solugdo composta por
18,0 mL de EtOH; 1,8 mL de agua ultrapura e 0,8 mL de NH4OH. O sistema foi vedado
e mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 h. A seguir, foi adicionada
gota a gota uma solugcdo composta pela mistura de 1,0 mL de TEOS e 0,6 mL de
metacriloxipropil trimetoxissilano (MPS). O sistema foi mantido sob agitacdo por 1 h a
25 °C e, ap0s esse periodo, as nanoparticulas de SiO2 contendo o grupo vinil (SiOz-
CH=CH:2 NP) foram extensivamente lavadas com etanol e 4gua ultrapura e secas.

A sintese do MIP core-shell foi realizada com as mesmas proporcbes e
reagentes da sintese do MIP convencional, cujo protocolo de obtenc¢éo foi modificado
pela adicado de 300,0 mg de SiO2-CH=CH2 NP no sistema e pelo borbulhamento de N2
constante até o final da sintese (Figura 7b). A limpeza dos polimeros também foi

realizada de modo idéntico ao do MIP convencional.
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Figura 7 — Esquemas de (a) sintese das nanoparticulas de SiO> modificadas com grupo vinil e
(b) reagentes e condicbes para obtencdo do MIP do tipo core-shell - MIP@SIO: - e posterior remogao
do nucleo de silica para obtengdo do MIP de alta porosidade.

Fonte: autor do trabalho.

Para obtenc&o do MIP de alta porosidade (Figura 7b) 100,0 mg de MIP@SIiO:2
foram adicionadas em 10,0 mL de solucdo de NaOH 2,0 mol L. As solucdes foram
sonicadas a 40 °C por 40 minutos. Apds esse tempo, as solu¢des foram centrifugadas
e o0 sobrenadante foi removido, seguido pela adicdo de mais 10,0 mL da solucéao de
NaOH e o sistema mantido sob agitacao por 4 horas. A seguir, 0os polimeros de alta
porosidade foram lavados 5 vezes com agua ultrapura e 2 vezes com EtOH e
separados da mistura por centrifugacao.

Analogamente aos diferentes MIPs, foram sintetizados NIPs como material de
controle. As condi¢cdes de sintese sdo semelhantes a do MIP; contudo, ndo ha adi¢cao

do analito.

3.3.4 Otimizacdo das condigbées cromatogradficas

Foram preparadas solucdes de tetracicina em MeOH ou ACN nas

concentracdes de 1,0 e 100,0 mg L. (68) Mantendo-se constante a vazdo da fase
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movel e volume de injecéo, respectivamente em 1,0 mL min~ e 10 pL, variou-se tanto
a composicao quanto as proporcdes dos solventes da fase mével.

Utilizando método de eluicdo isocratico e com maior composicdo de fase
aquosa, trabalhou-se no intervalo entre 75:25 v/v até 65:35 v/v dos seguintes eluentes:
H3PO4 0,1 % (v/v) : ACN e H3PO4 0,1 % (v/v) : MeOH.

3.3.5 Validacao analitica

O coeficiente de assimetria do pico cromatografico foi calculado a partir de

B, , . . , . A . ;. . ,
As = %; na qual As € o fator de assimetria, Bo,1 € a distancia do maximo do pico até a

01
cauda do pico (ponto definido na altura do pico a partir de 10% da linha base) e Ao,1 é
distancia do maximo do pico até a borda inicial (ponto também definido na altura do
pico a partir de 10% da linha base).

Os limites de deteccgéo (LOD) e de quantificagao (LOQ) foram obtidos a partir

da equacdo da reta da curva analitica, respectivamente pelas relacfes

LOD = 3 Ee LOQ =10 E; nas quais s é o desvio do coeficiente linear e S € o coeficiente

angular.

Os desvios padrao relativos (RSD) foram obtidos a partir de

desvio padrio

RSD = x 100.

concentra¢do média
3.3.6 Estudos de otimizacédo e avaliacdo da eficiéncia dos polimeros

Para todos os experimentos de otimizacdo descritos a seguir, apos o final de
cada tempo de interacdo sob agitacdo constante, os polimeros foram separados da
solucdo por centrifugacdo, os sobrenadantes filtrados em membranas de PTFE
hidrofilico de 0,20 um e avaliados por CLAE.

Para a analise dos resultados obtidos durante o processo de adsorcdo foi
avaliada a quantidade de tetraciclina adsorvida, denominada doravante de
porcentagem retida no MIP. Para tanto, como foi quantificada a tetraciclina livre no
sobrenadante, a porcentagem retida foi calculada a partir da diferenca entre a

qguantidade adicionada inicialmente (Ci) e a quantidade livre no equilibrio (Ceg).

Portanto, considerou-se que % Retida = fCea o 100.

2
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Os estudos de otimizagdo comecaram com uma avaliag&o preliminar do tipo de
solvente para religacéo da tetraciclina e da quantidade ideal de MIP. Para isso, foram
colocadas em contato diferentes massas de MIP e NIP (intervalo de 5,0 até 40,0 mg)
com 2,0 mL de solugéo 20,0 mg L de tetraciclina clorada com 2 h de interacéo.

Cada experimento de dosagem de massa foi avaliado em solugcéo do analito
preparada em diferentes solventes: MeOH, EtOH, ACN e misturas desses solventes
organicos com diferentes propor¢cdes de agua ultrapura.

Apoés definido o melhor solvente e a melhor massa de polimero para os estudos,
avaliou-se o melhor tempo de interacdo. Deste modo, 5,0 mg dos materiais
sintetizados (MIP, MIP@SiO2 e MIP de alta porosidade) ficaram interagindo com
4,0 mg L de solucéo tetraciclina preparada em ACN por diferentes tempos; em
intervalo de 10 até 240 min.

Para avaliar a capacidade de adsorcdo dos MIPs pela tetraciclina foram
construidas curvas de isoterma de adsorcdo. Assim, 5,0 mg dos polimeros foram
pesadas e deixadas para interagir por 90 min com diferentes concentracbes de
tetraciclina (1,0 — 90,0 mg L) preparada em ACN.

Por fim, para avaliacdo da seletividade dos polimeros tradicionais e de alta
porosidade, solu¢cdes dos seguintes analitos foram preparadas na concentracéo de
5,0 mg Lt em ACN: tetraciclina, minociclina, doxiciclina, norfloxacina, penicilina G e
diclofenaco.

Para o ensaio competitivo (de interferéncia) desses mesmos analitos, solucdes
contento uma mistura de tetraciclina mais um interferente (tetraciclina + minociclina,
tetraciclina + doxiciclina, etc.) foram preparadas na mesma concentragcdo e
composicdo de solvente do ensaio anterior. A avaliacdo do sobrenadante por CLAE
permitiu a quantificacdo simultanea do analito e do interferente.

Tanto nos ensaios de seletividade quanto de interferéncia, 5,0 mg de polimeros

foram colocados em contato com as solugdes sob agitagéo por 90 min.
3.3.7 Preparo das amostras
Foram avaliados trés tipos de amostras diferentes: agua, fluido bioldgico e

alimento. As amostras de agua consistiram em agua mineral e agua de rio coletada

na regido de Araraquara (rio Jacaré-Guacu). A amostra biolégica consistiu em solucéo
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padrdo sintética que simula urina humana, fornecida pela Sigma-Aldrich®. O alimento
avaliado foi leite semidesnatado adquirido em mercado local.

Todas as amostras foram fortificadas com tetraciclina com concentracéo final
de 50 mg L. As amostras de agua foram fortificadas e filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilica 0,45 um para remoc¢ao das particulas sélidas.
As amostras de urina sintética e leite foram diluidas em 50% na analise final; das quais
a urina ndo exigiu preparo e a amostra de leite foi previamente tratada antes da analise
para remoc¢dao das proteinas.

A amostra de leite foi preparada de acordo com o seguinte protocolo: (85,86)

i. Foram adicionados 5,0 mL de &cido tricloroacético (24% m/v em
acetonitrila) em 10,0 mL da amostra de leite;
ii. A mistura foi levada em banho de ultrassom a 25 °C por 10 min;
ii.  Posteriormente a mistura foi colocada sob agitacdo em vortex por 1 min
e levada a centrifugacéo por 10 min a 2500 rpm;

iv.  Por fim, a amostra foi filtrada em membrana de PTFE 0,45 pm.

3.3.8 Aplicacdo em amostra

Para avaliacdo da capacidade de recuperacdo dos polimeros impressos em
amostras complexas: 5,0 mg do MIP e NIP de alta porosidade foram colocados em
contato com as amostras previamente fortificadas com tetraciclina 50 mg L sob
agitacdo por 90 min. Apos esse periodo as amostras foram centrifugadas por 5 min a

2500 rpm, filtradas em membrana de PTFE e os sobrenadantes analisados por CLAE.
3.4 Resultados e discussao
3.4.1 Sinteses dos polimeros propostos

Foram sintetizados, conforme procedimento descrito na metodologia
experimental, trés tipos de polimeros biomiméticos para identificacdo seletiva de

tetraciclina: MIP convencional, MIP do tipo core-shell contendo nucleo de silica

(MIP@SIO2) e MIP de alta porosidade; além dos respectivos polimeros controle (NIP).



54

O MIP convencional foi obtido pelo método da precipitagdo, no qual utiliza-se
um excesso de solvente em relacdo aos outros reagentes da sintese; sendo utilizado
esse metodo por sua vantagem na obtencao de particulas poliméricas homogéneas.

Para sintese do MIP core-shell inicialmente foram obtidas nanoparticulas (NP)
de SiO2 modificadas com grupo vinil. Esses grupos sao importantes uma vez que, por
meio da reacdo radicalar de polimerizacdo, (87) sdo os responsaveis por ligar
covalentemente o MIP na superficie das nanoparticulas.

Para obtengao do MIP de alta porosidade utilizou-se o MIP@SiO2 como base
e, para tanto, foi realizada uma etapa de remoc¢do do nucleo; a ser discutida
posteriormente.

Todos os polimeros sintetizados, apos secos, foram submetidos a lavagem em
sistema soxhlet de refluxo do solvente para remocdo do analito e do excesso de
reagentes empregados na sintese. A Figura 8 exibe os espectros de absor¢édo na
regido do UV-Vis para os solventes de limpeza do MIP e NIP convencionais; no qual
a limpeza 1 corresponde a primeira solucdo composta pela mistura de solventes
metanol:acido acético (9:1 v/v) e a limpeza 7 corresponde a ultima solucéo de limpeza

composta por MeOH; sendo cada solucéo trocada a cada 12 h.

1,00 -
— m:g - ::!mpeza % 05 Tetraciclina padréao
 — - Limpeza
1 —— NIP - Limpeza 1 204
—— NIP - Limpeza 7 2
© 0,31
0,75 §
£ 0,21
8
<
0,1
0,50

0,0 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Absorbancia (U.A.)

T T T T T T T T
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Figura 8 — Espectros de absorcao no UV-Vis da primeira (limpeza 1) e Ultima (limpeza 7) solucédo de
lavagem dos polimeros convencionais MIP e NIP. Inset: espectro de absorcdo no UV-Vis de solucéo
padréo de tetraciclina 10,0 mg L.

Fonte: autor do trabalho.
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Por meio da Figura 8, observa-se na limpeza com MeOH:HAc a banda
correspondente ao acido acético em 242 nm, de alta intensidade. A presenca das
bandas de alta intensidade da tetraciclina (em 268 nm e 365 nm, conforme exibido no
espectro da solucdo padrdo) ndo foram constatadas com precisdo devido a baixa
concentracdo de tetraciclina presente. No espectro referente a limpeza 1 do MIP é
possivel observar em 264 nm uma absorcdo de baixa intensidade que pode ser
atribuida a tetraciclina, cujo deslocamento da banda possivelmente ocorre devido a
presenca do acido acético e outros reagentes da sintese.

Observou-se que a solucdo de solvente ficou amarelo clara (coloracao
caracteristica da tetraciclina em solucéo) na primeira limpeza do MIP, indicando que
0 analito estava sendo removido dos polimeros.

Assim, 0 processo de limpeza consistiu em trés solucbes de MeOH:HAc e
guatro solucdes de MeOH. O MeOH puro foi utilizado para remover qualquer resquicio
de acido presente no polimero. Como observado no espectro da limpeza 7 ndo ha
presenca de nenhuma banda de absorcéo, confirmando que os polimeros foram
limpos.

O mesmo processo de limpeza foi realizado para os polimeros core-shell e de
alta porosidade. Para esses materiais o processo de limpeza foi otimizado consistindo
em limpeza com duas solu¢des de MeOH:HAc (9:1 v/v) e trés solucdes de MeOH puro.

Para obtencdo do MIP de alta porosidade foi realizada uma etapa adicional
além do procedimento de limpeza tradicional, uma vez que esse tipo de material é
obtido pela remocéo do nucleo nanoparticulado do MIP tipo core-shell. A literatura
mostra diferentes metodologias utilizando tanto pH acidos - menor que 2,5 - (71) ou
béasicos - maiores que 8 - (80) para remocao do nucleo nanoparticulado de MIP; uma
vez que a silica possui as ligagbes Si-O-Si hidrolisadas em meio &cido e em meio
basico o excesso de grupos OH reage com os silandis residuais ocasionando a
dissolucéo da silica. (88,89)

Deste modo, para avaliar a remocéao da silica, foram utilizadas as SiO2-CH=CH:
NP como controle: 100,0 mg dessas nanoparticulas foram colocadas separadamente
em contato com 5,0 mL de solucdo de HF 10% (v/v) e NaOH 2,0 mol L. Apés o
procedimento de agitagdo, tanto no meio acido quanto no basico ainda foram

verificadas NPs presentes e, deste modo, optou-se por dobrar o volume de solucao.
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Para o meio acido, mesmo apdés as mudancas, ainda restou uma pequena
guantidade de NP aglomeradas em solucdo. Para o meio basico, como exibido na

Figura 9, todas as NP foram solubilizadas com 10,0 mL de solucéo.

Agitacao

Ultrassom IL

Solugéo inicial Solugéo final

Figura 9 — Solugdes padréo para verificacdo da dissolugcéo das NP: solucéo inicial de 100,0 mg de SiO2
NP dispersas em NaOH 2,0 mol L e solugéo final ap6s banho ultrassonico e agitacao.
Fonte: autor do trabalho.

Deste modo, a mudanca de turbidez da solucdo inicial de 5,0 mL para
transparéncia no volume final indica completa solubilizacdo das SiO2 NP. Portanto, foi
adotada a solugdo concentrada de NaOH 2,0 mol L para dissolugéo do nicleo de
silica do MIP@SIiO2; sendo o mesmo procedimento do controle de SiO2-CH=CH:
aplicado para os polimeros. Ao final, obteve-se o MIP/NIP de alta porosidade, os quais
foram lavados com excesso de agua ultrapura e etanol para remover o excesso de
NaOH dos materiais.

Para todos os tipos de polimeros sintetizados as sinteses e procedimento de
limpeza foram repetidas diversas vezes para obter as massas de material necessarias
para as caracterizacfes e experimentos de adsorcdo, seguindo sempre 0 mesmo

protocolo descrito anteriormente.
3.4.2 Caracterizagdo dos polimeros
Todos os polimeros biomiméticos (convencional, core-shell e de alta

porosidade) e seus respectivos controles, apos limpos e secos, foram devidamente

caracterizados por diferentes técnicas.
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A analise de MEV-FEG foi realizada com o intuito de observar a morfologia,
distribuicdo e caracteristicas superficiais dos diferentes materiais. A Figura 10 exibe
as imagens da microscopia de varredura para as SiO2 NP e a Figura 11 para os MIPs

e NIPs sintetizados.

lum IQ-UNESP 1/18/2019
2.00kV SEI GB_LOW WD 5.0mm 11:21:30

Figura 10 — Imagens de MEV-FEG das nanopatrticulas de SiOz.
Fonte: autor do trabalho.

Para as nanoparticulas de SiO2 (Figura 10) observam-se particulas
homogéneas, com formato esférico bem definido e superficie rugosa; apresentando

tamanho médio de 0,33 + 0,03 um.
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X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.4mm 9:02:07 X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.0mm 9:12:11

MIP@SIO, NIP@SiO,

lpm IQ-UNESP 1/18/2019 — lpm IQ-UNESP 1/18/2019
X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.3mm 9:23:24 X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.3mm 9:41:33

MIP oco NIP oco

lpm IQ-UNESP 1/18/2019 lpm IQ-UNESP 1/18/2019
X 25,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.3mm 9:50:51 X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.3mm 10:03:33

Figura 11 — Imagens de MEV-FEG par os diferentes MIPs sintetizados e seus respectivos controles.
Fonte: autor do trabalho.

Os diferentes polimeros apresentaram caracteristicas superficiais
semelhantes, como formato esférico e com alta rugosidade; além das particulas
estarem ligeiramente aglomeradas. E importante notar a diferenca superficial da silica,
a qual € mais homogénea, com a superficie rugosa dos polimeros; proveniente da

estrutura monomeérica altamente porosa que € caracteristica desses materiais.
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Comparando cada MIP com o seu respectivo NIP n&o sé&o observadas

diferencas entre as superficies dos materiais, uma vez que suas sinteses e

composicdo sao idénticas. Além disso, ndo foi possivel determinar com precisdo o

tamanho das particulas poliméricas devido a aglomeracao delas.

Em concomitante com as imagens de MEV foram obtidos dados de

espectroscopia por dispersdo em energia de raios X (EDS), como exibido na Figura

12. A partir dessa técnica qualitativa foi possivel determinar a composi¢cao elementar

dos materiais e verificar sua composigao.
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Figura 12 — Espectros de EDS para verificagdo e comparagdo dos elementos quimicos presentes em

todos os materiais sintetizados.
Fonte: autor do trabalho.

Para as nanoparticulas de silica sdo observados apenas os elementos Si e O;
a modificacdo com o MPS responsavel por inserir os grupos vinil ndo é observada
porque trata-se apenas de uma funcionalizacdo superficial, cuja concentracdo do

modificador ndo é suficiente para ser detectada pela medida.
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Todos os polimeros apresentaram C e O na sua estrutura, 0 que era esperado
por condizer com a composicdo do mondémero estrutural EGDMA; o qual é
responsavel pela formacéo da rede polimérica.

Entre o MIP e NIP convencional e de alta porosidade ndo séo observadas
diferencgas significativas. No caso do MIP@SIiO:2 observa-se a presenca de Si no
espectro; a qual pode ser ocasionada pela parte da amostra coletada para analise:
possivelmente a camada de polimero que recobriu a nanoparticula era muito fina na
regido amostral analisada pelo microscépio.

Para confirmar a presenca dos grupos vinil nas nanoparticulas de SiO2 e avaliar
os diferentes MIP foram realizadas medidas de FTIR. As bandas séo atribuidas na
Figura 13 e Figura 14 a seguir e as atribuicbes encontram-se tabeladas (Tabela 2,

Tabela 3 e Tabela 4) e detalhadas a seguir de cada espectro de infravermelho (1V).
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Figura 13 — Espectros na regido do 1V com designacéo das principais bandas para comparagéo entre
as nanoparticulas de silica (SiO2) e modificadas com grupo vinil (SiO2-CH=CHy). Inset: ampliacdo da
regido selecionada com atribuicdo das bandas das SiO2-CH=CH:z NP.

Fonte: autor do trabalho.

Tabela 2 — Atribuicdo das bandas designadas no espectro de IV da Figura 13 para as NP de SiOo.

Banda (cm™) 3285 1060 945 797

Atl‘lbUI(;éo \" OH Vassim Sl'O'S' 6assim S"OH Vsim S"O'S'

Fonte: autor do trabalho.
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Tabela 3 — Atribuicdo das bandas designadas no espectro de IV da Figura 13 para as NP de SiO»-
CH=CH..

Banda
(cm™)

AtI’IbUI(}ﬁO Vassim CH3 Vsim CH3 \" C:O \' C=C 6assim CH3 Bsim CH3 \" C'O‘C

2960 2890 1718 1635 1450 1392 1295

Fonte: autor do trabalho.

As bandas foram atribuidas de acordo com o tipo de vibracdo: de estiramento
(ou deformacédo axial), representada por v; ou por vibracbes de dobramento
(deformagao angular), representada por 8. Também foi designado o modo de cada
vibragdo: simétrico (sim) ou assimétrico (assim).

A Figura 13 exibe os espectros de IV para as nanoparticulas de SiO2, as
modificadas com grupos vinil (SiO2-CH=CH:) e, ademais, o inset apresenta uma
ampliacdo para melhor visualizacdo das bandas na regido de maior nimero de onda
para as SiO2>-CH=CH2 NP. E observada a banda de estiramento assimétrico em
1050 cm? referente a ligacdo Si-O-Si que forma a NP e os grupos silanéis que
apresentam bandas de dobramento em 955 e 790 cm-?.

A modificacdo com MPS é observada, na regido ampliada, pelo aparecimento
de bandas caracteristicas da estrutura quimica desse composto; como os grupos CHs
com estiramentos e dobramentos simétricos e assimétricos, o estiramento referente
ao grupo vinil em 1635 cm™® e a banda de maior intensidade que corresponde a
carbonila em 1718 cm™.

A Figura 14 compara todos os espectros de IV para os diferentes MIP
sintetizados. Conforme as atribuicbes na Tabela 4, todos os polimeros possuem a
mesma composi¢cdo do mondmero estrutural EGDMA, cujas principais bandas s&o os
estiramentos assimétricos e simétricos do grupo CHs (respectivamente em 2986 e

2885 cm?) e da carbonila em 1720 cm,
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Figura 14 — Espectros na regido do 1V com designacéo das principais bandas para comparagéo entre
as nanoparticulas de silica (SiO2) e os diferentes polimeros impressos.
Fonte: autor do trabalho.

Tabela 4 — Atribuicdo das bandas designadas no espectro de IV da Figura 14 referentes aos polimeros
impressos.

Banda (cm?) 2986 2885 1720 1450 1140

Atribuicéo Vassim CH3 Vsim CH3 v C=0 0 CH2 v C-O

Fonte: autor do trabalho.

E interessante notar que para o MIP@SiO2 ha o surgimento de uma banda em
1082 cm™ que ndo aparece no MIP convencional e no de alta porosidade. Ao
comparar com o espectro de IV da silica, verifica-se que essa banda corresponde a
ligagdo Si-O-Si, indicando que o polimero foi ligado a superficie da NP. Essa banda
pode ser observada uma vez que a camada de MIP que recobre o ndcleo de SiOz é
fina; e, deste modo, esse espectro de IV corrobora o resultado apresentado
anteriormente no espectro de EDS para o MIP core-shell. Além disso, a auséncia da

banda de Si no MIP de alta porosidade indica que o nucleo foi removido com sucesso.
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3.4.3 Otimizagcdo das condigbées cromatogradficas

ApoOs caracterizados, todas os polimeros tiveram seu desempenho avaliado
frente a capacidade de religacdo com a tetraciclina, cuja quantificacéo foi monitorada
por CLAE. Para tanto, o método de analise foi adaptado baseando-se em método
reportado na literatura, (68) sendo analisadas diferentes composi¢des e proporcdes
da fase movel (solugdo aquosa de H3PO4 0,1 % (v/v), MeOH e ACN) como descrito
no procedimento experimental.

Apos variagéo das condigdes experimentais comparando os diversos eluentes
e concentracdes do analito, ACN apresentou-se como melhor eluente organico uma
vez gque o pico da tetraciclina exibiu menor tempo de retencéo (de 6 min em MeOH
para 3,6 min em ACN), maior intensidade de sinal e maior simetria (fator de assimetria
igual a 1,1), indicando a auséncia de cauda ou alargamento frontal.

A Figura 15a exibe os cromatogramas de diferentes quantidades de eluente,
sendo obtida como melhor condicdo de separacdo e quantificacdo fase movel
composta por solucdo aquosa de H3PO4 0,1 mol L** com ACN na proporcédo 70:30
(v/v), a uma vazdo de 1,0 mL min? no modo isocratico; deteccdo utilizando

comprimento de onda de 280 nm e volume de injecao de amostra de 10 pL.
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Figura 15 — (a) Avaliacdo da eluicdo de tetraciclina (100,0 mg L) em diferentes proporcdes (v/v) de
fase mével composta por HsPO. 0,1 mol L't ACN; (b) curva analitica obtida apés método otimizado
para analise de solugdo padréo de tetraciclina 2,0 — 70,0 mg L* solubilizada em acetonitrila.

Fonte: autor do trabalho.
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Curvas analiticas foram construidas para cada ensaio realizado. A Figura 15b
exemplifica uma curva que apresenta linearidade; com coeficiente de correlacao igual
a 0,998 na faixa de concentragdes de tetraciclina de 4,5 ymol L't a 155 ymol L. Para

o método desenvolvido obteve-se LOD igual a 4 ymol L e LOQ igual a 13 ymol L.

3.4.4 Avaliagcdo da eficiéncia e otimizagcdo dos diferentes MIPs

Com o objetivo de maximizar a capacidade de retencdo dos polimeros
biomiméticos para a tetraciclina foram otimizadas diferentes condigdes como tempo
de interacdo para atingir o equilibrio (estudo cinético), tipo do solvente de ligacéo e
massa de adsorvente. Em todas as etapas os sistemas foram mantidos sob agitacéo
em temperatura ambiente e as quantificacbes dos sobrenadantes foram realizadas
por CLAE.

3.4.4.1 Dosagem da massa de polimero e composicdo do solvente

Os estudos iniciais foram realizados com MIP e NIP convencionais e trataram
da avaliacdo simultanea da quantidade de massa dos polimeros e do tipo de solvente
para religacdo do analito.

Como exibido na Figura 16, em metanol e na mistura metanol:etanol 1:1 (v/v) a
porcentagem de retencgao foi muito baixa para ambos os casos: menor do que 5 e 10%
de analito retido, respectivamente. Em acetonitrila e etanol foram obtidas as maiores
porcentagens de retencédo; no entanto, independente da massa de MIP aumentar, a
guantidade de analito retida foi praticamente a mesma. Além disso, em nenhum dos

casos houve boa diferenciacdo entre MIP e NIP.
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Figura 16 — Avaliacdo concomitante da dosagem de massa dos polimeros (5,0 até 30,0 mg) e do tipo

de solvente para analise da tetraciclina (20,0 mg L™?).
Fonte: autor do trabalho.

Uma vez que em ACN houve maior porcentagem de retencdo, com o intuito de

melhorar esse valor e tentar encontrar uma capacidade de diferenciagéo entre MIP e

NIP, adicionou-se diferentes propor¢cdes de agua ultrapurificada nessa fase organica
(Figura 17).
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Figura 17 — Avaliagdo concomitante da dosagem de massa dos polimeros (5,0 até 30,0 mg) e do
solvente acetonitrila (pura e em misturas com agua ultrapura) para andlise da tetraciclina (20,0 mg L™).
Fonte: autor do trabalho.

Em todos os casos que se adicionou agua na fase organica ACN, independente
da proporcéo, os resultados de retencéo foram inferiores quando comparados com
ACN pura. Além disso, mesmo na presenc¢a de meio aquoso continuou ndo ocorrendo
diferenciagao entre MIP e NIP e nem mudanca na porcentagem retida independente
da massa de polimero.

Apbs esses resultados, uma possibilidade observada era de que a
concentracdo de tetraciclina pudesse estar muito elevada e saturando os sitios dos
polimeros, o que pode explicar a auséncia de um crescimento na porcentagem de
retencdo com aumento da quantidade de massa de polimero e diferenciacdo entre
MIP e NIP. Assim, um novo estudo foi realizado utilizando 4,0 mg L de tetraciclina ao

invés de 20,0 mg L™1; conforme exibido na Figura 18.
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Figura 18 — Dosagem de massa de MIP e NIP no intervalo de 5,0 até 30,0 mg em contato com
tetraciclina (4,0 mg L solubilizada em acetonitrila).
Fonte: autor do trabalho.

E possivel observar que em menor concentracdo de tetraciclina ocorreu um
aumento na porcentagem retida pelos polimeros, que aumentou em aproximadamente
15% no intervalo de massa analisado e houve diferenca de retencédo que se manteve
constante entre MIP e NIP; quando comparados com a analise em acetonitrila exibida
na Figura 16.

Uma vez esgotadas as possibilidades de solventes de ligacdo (além das
misturas) e a inviabilidade experimental do uso de grandes quantidades de massa do
polimero, para dar sequéncia aos estudos optou-se por trabalhar com 5,0 mg de
MIP/NIP; na qual ha uma boa porcentagem de retencdo com diferenciagdo entre os
materiais. Para comparacdo entre o efeito das diferencas estruturais, as mesmas
condicOes de andlise foram padronizadas para o MIP com nucleo de SiO:z e o de alta

porosidade.

3.4.4.2 Estudo de adsorcdo em funcdo do tempo

Com os parametros de massa e solvente otimizados, a seguir foi realizado o
estudo de adsorcao em funcao do tempo, avaliando o tempo de equilibrio entre analito
e polimeros. Tanto para esse estudo quanto para as isotermas de adsor¢ao (Gltimo



68

experimento de adsorcdo a ser realizado), um parametro importante que mostra 0s
resultados de eficiéncia € denominado de Q; o qual fornece a quantidade de
tetraciclina (em mg) retida por quantidade de polimero (em g). O valor de Q pode ser

obtido a partir da Equagéo 1:
Ci—Co)V

Q=" )

na qual Ci é a concentracdo inicial do analito (mg L?); Ce a concentracédo

m

remanescente no equilibrio (mg L1); V é o volume de solucdo adicionada (L) e m
representa a quantidade (em gramas) de material adsorvente (polimeros
biomiméticos).

Deste modo, como mostra a Figura 19, o MIP de alta porosidade apresentou
melhores valores de Q, o qual aumentou quase linearmente até atingir o platd no
equilibrio em 90 min. Esperava-se esse comportamento visto que esse material possui
as propriedade de melhor cinética de ligacdo; uma vez que ap6s a remocao do nucleo
as cavidades seletivas ficam mais expostas e permitem que o analito se difunda até

elas por todos os angulos. (72)

o 1,0 1 —a— MIP
—o— MIP@SIO,

£ 0,8 —A— MIP alta porosidade

0,4
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Figura 19 — Estudo de adsor¢éo em fungéo do tempo de equilibrio entre os diferentes polimeros (massa
de 5,0 mg). e tetraciclina (4,0 mg L™ em acetonitrila); com intervalo de tempo de 10 min até 240 min.
Fonte: autor do trabalho.

Ja para o MIP convencional e o MIP@SIiO2 ndo se obtiveram resultados

satisfatorios, uma vez que para o MIP praticamente ndo ha diferenga no valor de Q e
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para o MIP@SIO2 os valores de retencdo estdo muito irregulares e baixos. Uma
possibilidade para isso € a concentracdo de tetraciclina ndo estar adequada para
esses materiais, ndo sendo visualizada ligacéo significativa independente do tempo
avaliado. Possivelmente esses materiais, devido a sua estrutura, respondam melhor
a concentracdes superiores de analito. Assim, para confirmar essa hipotese, seria
necessario otimizar separadamente cada parametro para cada tipo de MIP.

Embora o MIP e MIP@SIiO2 ndo apresentarem resultados satisfatorios de Q,
para comparacao do efeito da estrutura polimérica na capacidade cinética e, uma vez
que o MIP de alta porosidade para tetraciclina foi desenvolvido com ineditismo, foram
obtidos os parametros cinéticos.

Os ajustes lineares de cinética de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda
ordem sdo dados pelas Equacdes 2 e 3, (36,90) respectivamente; e 0s parametros
calculados a partir do grafico de In (Qe - Qt) em funcéo de t e t/Q: em fungéo de t:

In(Qe — Q) = InQ, — kyt )

t:1+i 3)

Q_t k2Q,2 Qe

Os resultados obtidos foram resumidos na Tabela 5 a seguir, com destaque

nos melhores ajustes indicados pelo coeficiente de correlagéo:

Tabela 5 — Parametros dos modelos cinéticos da ligacdo da tetraciclina nos MIPs avaliados.

Material Cinética Equacéo k Qe R?
MIP Pseudo-12 y =-4,68 + 0,0105x 0,0105 0,010 0,788
Pseudo-22 y =-53,9 + 7,79x 1,32 0,128 0,964

Pseudo-12 y=-0,318 - 0,00937x 0,00937 0,727 0,988

Pseudo-22  y=2571,3 - 8,86x 0,0310 0,112 0,888

MIP alta  Pseudo-12 y=-0,0286 - 0,0240x 0,0240 0,972 0,939
porosidade Pseudo-22 y = 11,9 + 0,566x 0,0268 1,76 0,994

MIP@SIO2

Pseudo-12: pseudo-primeira ordem; Pseudo-22: pseudo-segunda ordem; k = constante da taxa de
adsorcdo (em min? para pseu-doprimeira ordem e g mg?! min! para pseudo-segunda ordem);
Qe = quantidade adsorvida por grama de material no equilibrio (em mg g2).

Fonte: autor do trabalho.

Pelos resultados exibidos na Tabela 5 o modelo de pseudo-primeira ordem se
mostrou adequado para o MIP@SIO2, ja para o MIP convencional e o MIP de alta
porosidade o melhor ajuste se deu para o modelo de pseudo-segunda ordem. Para o

MIP@SiO2 o modelo de pseudo-primeira ordem sugere que a adsorgéo externa possui
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papel predominante. Para os dois MIPs sem nucleo soélido o processo de adsorgéo é
influenciado pelas interac6es quimicas da etapa limitante na velocidade. (91,92)

Ademais, comparando as constantes de velocidade para o MIP e MIP de alta
porosidade (1,32 e 0,027 g mg* min, respectivamente) é possivel observar que elas
coincidem com o perfil experimental obtido: MIP atingiu o equilibrio em tempo menor
(30 min) do que MIP de alta porosidade (90 min). No entanto, a adsorcédo nao foi a
ideal para o material convencional, pois a quantidade retida foi um valor de
aproximadamente doze vezes menor do que o material de alta porosidade.

As cinéticas de adsorcdo geralmente sdo controladas por diferentes
mecanismos, sendo o mais comum a difusdo. Considerando um processo difusional
de adsorcéao intraparticula, os modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens
nédo podem explicar o mecanismo de difuséo e, assim, séo aplicados outros modelos.

De acordo com modelo proposto por Webber e Morris, se a difusdo
intraparticula é o fator determinante da velocidade, a remocéo do analito da solucéo
para o adsorvente varia com a raiz quadrada do tempo (93,94):

Q= Kgt™ +C 4
sendo Q: é quantidade de analito adsorvida na fase sélida (mg g™) em um tempo t
(min); Ka é o coeficiente de difuséo intraparticula (mg g~ min~°) e C é uma constante
relacionada com a resisténcia a difusdo (mg g1).

Segundo o modelo proposto por Boyd, (95) para determinar se a difusdo no
interior dos poros (intraparticula) ou a difusdo externa (intrafilme) é a etapa limitante
do processo de adsorgdo, o fenbmeno é explicado pela Equagéo 5 a seguir:

6 . 1
F=1- (;) Yo (ﬁ) exp(—m?Bt) 5)
na qual Qe é a quantidade de analito adsorvido em um tempo infinito (mg g*); Q: é a

guantidade de analito adsorvido em um tempo t e Bt € uma fungdo matematica de F.

No caso, F pode ser calculado (Equacéo 6) a partir de:

= &
F = o (6)

Como Bt (Equacdes 7 e 8) € uma funcdo de F, ele pode ser obtido substituindo
a Equacao (6) em (5):
Para F > 0,85, Bt = —0,4977 —In(1 — F) (7)

3

2
Para F < 0,85, Bt = <\/_ - |m- (nZ—F)) (8)
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Para estudar o mecanismo de adsor¢do, como MIP e MIP@SIiO2 nao
apresentaram um perfil regular de adsorcdo, os modelos anteriores foram aplicados
sem sucesso, cujos dados ndo geraram valores ajustados (observando R?). Desse
modo, a seguir foi apresentado apenas a avaliacdo do processo adsortivo no MIP de
alta porosidade.

Assim, pelo modelo de Webber-Morris foi possivel determinar se o processo de
difusao intraparticula € um fator determinante da velocidade a partir de Q em funcéo
de t®5 (Figura 20a). O valor de Kqg pode ser obtido da inclinacdo e o valor de C pela
interseccgédo da curva. Os valores de C ddo uma ideia da espessura da camada limite,
e, portanto, quanto maior for o valor de C maior sera o efeito da camada limite. (93,94)

Ja pelo modelo de Boyd, a partir do grafico de Bt em funcao de t (Figura 20b)
foi possivel determinar quem limita a adsorcao: processo de difusdao no filme gerado
na superficie do material ou difuséo intraporo. De acordo com o grafico gerado, se for
uma reta que atravessa a origem, é possivel concluir que o processo de difusdo
intraporo é a etapa limitante do processo de adsorcao para a faixa de tempo avaliada.
(93,94)
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Figura 20 — Cinética de adsorcao do MIP de alta porosidade pela tetraciclina segundo os modelos de
(a) Weber-Morris e (b) Boyd.
Fonte: autor do trabalho.

Pelo modelo de Weber-Morris (Figura 20a) obteve-se K¢ =0,0841 mg g~ min=%%
e C = 0,649 mg g. O perfil do modelo obtido pode ser dividido em duas etapas: um
aumento acentuado seguido por um platd. A etapa inicial esta relacionada com a
difusdo intraparticula, que estimula a transferéncia de massa da tetraciclina da

solucdo para a superficie interna do MIP. A segunda etapa (platd) é atribuida ao
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estado de equilibrio final.(91,96) Como o valor de C é diferente de zero, indicando que
a reta ndo passa pela origem, pode-se concluir que ha influéncia de outros processos
de adsorcéo; podendo ser uma difuséo intrafiime controlada pelo transporte externo,
cuja espessura do filme é dada por C.

Os resultados obtidos pelo modelo acima séo corroborados pelo modelo de
Boyd (Figura 20b). Os dados experimentais nesse caso hdo se comportaram
linearmente e ndo passam pela origem, indicando que o processo de difusao no filme

gerado na superficie do material pode ser um dos mecanismos de adsorgao.

3.4.4.3 Comparacao da adsorcao entre MIPs e NIPs

Embora os resultados tenham sido até entéo satisfatorios, comprovando que o
MIP de alta porosidade apresenta resultados de adsorgéo superiores em relagdo ao
MIP e MIP@SIO2; uma adversidade encontrada foi a elevada adsorcao apresentada
pelos polimeros controle.

Como observado na Figura 21 a seguir, no estudo de adsor¢cdo em funcéo do
tempo os valores de adsorcdo do analito entre os polimeros biomiméticos e os
controles foram muito proximos para o MIP e o MIP de alta porosidade ou superiores

pelos controles como no caso do MIP@SIOx.
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Figura 21 — Estudo cinético do tempo de equilibrio entre os diferentes polimeros e seus respectivos

controles (massa de 5,0 mg). e tetraciclina (4,0 mg L** em acetonitrila); com intervalo de tempo de 10
min até 240 min.

Fonte: autor do trabalho.

Alguns estudos sugerem que ao otimizar a composi¢cdo do MIP, o polimero
impresso com a maior afinidade e seletividade em relacdo ao seu analito geralmente
possui um NIP correspondente que também se liga fortemente ao analito. (97,98)

Além de considerar que as propriedades de ligacdo do MIP pelo analito (e do
NIP também) sdo caracteristicas da composi¢cdo dos reagentes e do método de
preparo, os principais fatores que influenciam as liga¢des incluem o tipo de mondémero
funcional e a razdo monémero: analito; além do solvente porogénico. (98)

De acordo com Ansell, (98) para MIPs preparados por meio de impressao nao
covalente nas quais os complexo analito-monémero possui principalmente ligacéo de
hidrogénio (MIPs que utilizam &cidos como mon6mero funcional, por exemplo), um
solvente organico apolar € comumente aplicado como meio para sintese, e a religacéo

mais forte e seletiva também é frequentemente observada em um solvente organico
apolar.
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No caso deste trabalho néo foi possivel utilizar solventes apolares porque estes
tornam a quantificacdo da tetraciclina inviavel pelo método cromatogréafico, uma vez
gue a instrumentacao da CLAE nao permite a injecao de solventes organicos apolares
como cloroférmio, por exemplo.

Os solventes porogénicos avaliados foram os polares préticos (metanol, etanol
e agua) e aproticos (acetonitrila), bem como misturas desses solventes (Figura 16 e
Figura 17). Em nenhum dos casos a porcentagem adsorvida foi satisfatoria e com
diferenciagao significativa entre MIP e NIP. A adsor¢do do MIP em meio aquoso sofreu
uma forte diminuicdo comparada aos solventes organicos puros.

Em condi¢des aquosas as interacfes hidrofébicas se tornam consideraveis, o
gue para MIPs feitos em solventes organicos utilizando EDGMA como agente
reticulante, como é o caso do MIP aqui desenvolvido para tetraciclina, levam a
adsorcao nao especifica significativa do analito, além de alterar a solubilidade do
analito.

Uma vez que as possibilidades de trabalho com o solvente de ligacdo se
esgotaram e, com o intuito de melhorar a diferenciacéo entre polimero biomimético e
controle, uma nova sintese com diferentes proporcdes dos reagentes foi realizada.

A nova propor¢cdo (em mmol) avaliada de analito: monémero funcional:
mondmero estrutural foi respectivamente de 1: 33: 44; aumentando a proporcao entre
monodmero funcional e estrutural comparados com a sintese inicial (de 1: 12: 120).

Para verificar a eficiéncia da sintese, o mesmo procedimento de dosagem da

massa e avaliagao do solvente foi realizado, como exibe a Figura 22.
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Figura 22 — Avaliagdo concomitante da dosagem de massa dos polimeros (5,0 até 25,0 mg) e dos
solventes (metanol, etanol e acetonitrila) para andlise da tetraciclina (4,0 mg L%).
Fonte: autor do trabalho.

Os resultados de adsor¢cdo em todos os solventes para a nova sintese foram
inferiores em relacéo aos obtidos até entdo (como exibido na Figura 16). Além disso,
na nova sintese as ligacdes inespecificas foram superiores em todos os casos e,
inclusive em ACN, o NIP apresentou adsorcédo de 2,5 a 3 vezes superior ao MIP.

Como nessa nova sintese a propor¢cao de mondémero funcional em relacdo ao
analito foi duas vezes maior do que na sintese inicial, 0 excesso de grupos funcionais
livres do mondmero contribuiu para as liga¢6es inespecificas. Deste modo, optou-se
por seguir 0s experimentos com a proporcao da sintese inicial (1:12:120); conforme
descrito no procedimento do item 3.3.3.

Avaliando a proporcao da sintese inicial, 0 monémero estrutural esté dez vezes
maior do que o monémero funcional, gerando uma éarea superficial polimérica muito
maior quando comparada com a area de alta afinidade dos sitios seletivos (a qual é
baseada na quantidade do mondémero funcional). Isso contribui para o maior nUmero

de ligacdes inespecificas que vao ocorrer na superficie do polimero em areas de baixa
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afinidade, (99) o que explica também a alta capacidade de adsorcao apresentada pelo
MIP desenvolvido para tetraciclina.

Nessa sintese, embora MIP e NIP (tradicional, com nucleo e alta porosidade)
tenham apresentado porcentagem de retencéo semelhantes (baixa diferenciacéo), os
parametros cinéticos foram satisfatérios. Além disso, a quantidade de analito retida

(Q) variou conforme a estrutura do polimero foi sendo modificada.

3.4.4.4 Isotermas de adsorcdo

Apobs o estudo de adsorcao em funcdo do tempo, avaliou-se a capacidade de
adsorcdo dos materiais por meio da construcdo de isotermas de adsorcdo. Os
parametros das equacdes dos modelos de isotermas podem fornecer algumas
informacBes sobre 0 mecanismo de adsorcdo e as propriedades de superficie e
afinidade do adsorvente.

A isoterma de Langmuir € a isoterma de adsor¢cdo mais aplicada e prediz uma
capacidade constante de adsorcdo em monocamada, enquanto a isoterma de
Freundlich € um modelo empirico para adsor¢do nado ideal e reversivel em superficies
heterogéneas, bem como néo restrita a formagdo de monocamadas. A isoterma de
Langmuir-Freundlich incorpora caracteristicas de ambos os métodos. Em baixas
concentracdes, essa isoterma é reduzida a expresséao da isoterma de Freundlich e em
concentracbes mais altas seu comportamento prediz adsorcdo na monocamada
segundo Langmuir. (100)

Para o ensaio, foram preparadas diversas concentracOes de tetraciclina e
avaliadas com as condicbes de massa, tempo e solvente previamente otimizadas,

conforme exibido pela Figura 23.
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Figura 23 — Isoterma de adsorgado para tetraciclina (de 1,0 até 90,0 mg L™* em acetonitrila) em contato
com os polimeros (5,0 mg) com tempo de interacao de 90 minutos.

Fonte: autor do trabalho.

As isotermas de adsorcdo experimentais (Figura 23) foram ajustadas pelos

modelos de Langmuir, Freundlich e Langmuir-Freundlich; cujas equacbes e

parametros obtidos s&o exibidos na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros das isotermas de adsorcéo dos MIPs para tetraciclina (ajuste até 60,0 mg L).

Modelo Equacéo Material K Qm B RL R?
MIP 0,0179 4,26 - 0,929 0,922
_ QmKkC MIP@SIO- 0,0124 5,70 - 0,933 0,988
Langmuir @, =
1+KC MIP alta
_ 0,196 5,48 - 0,482 0,991
porosidade
MIP 0,124 - 0,728 - 0,978
) MIP@SIO- 0,108 - 0,778 - 0,995
Freundlich  Q, = KCF
MIP alta
_ 1,54 - 0,314 - 0,981
porosidade
MIP 0,00587 2,65 1,61 0,985 0,988
Langmuir- Q,kcf MIP@SIO;  0,00268 2,21 0,963 0,994 0,988
Freundlich ¢~ 1+KCP MIP alta
_ 0,142 5,57 1,05 0,558 0,885
porosidade

K = constante de afinidade analito-MIP (em L mg™?); Qm = capacidade maxima de adsorcdo do analito
pelo MIP (em mg g?); B = heterogeneidade dos sitios de ligagédo; R. = pardmetro de equilibrio.

Fonte: autor do trabalho.
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Diferente dos outros parametros exibidos na Tabela 6 que s&o obtidos
diretamente da equacdo de cada modelo, um fator importante das isotermas de
Langmuir € o fator de separacdo ou parametro de equilibrio (RL). O valor dado por RL
exibe o grau de desenvolvimento da adsorcao, indicando se o processo adsortivo sera
favoravel ou desfavoravel. No caso, esse parametro é obtido conforme exibe a

Equacao 9:

1

Ru= 13 (KQm) ©)

a partir da qual infere-se que a adsorcdo pode ser: desfavoravel (RL > 1), linear
(RL = 1), favoravel (RL <1) ou irreversivel (RL = 0). Assim, se o valor € menor que 1 a
adsorcéao € favoravel, mas quanto mais esse valor se aproximar de zero, a adsor¢cao
se torna tdo favorecida pelo sistema que a interacdo de contato entre analito e
adsorvente se torna irreversivel. (101)

Pelos dados exibidos é possivel observar que em todos os casos, até mesmo
nos quais nédo houve os melhores ajustes (R? < 0,99) o parametro de equilibrio R foi
menor que 1, indicando que a adsorcado dos MIPs pela tetraciclina é favoravel. Assim,
pode-se concluir que a tetraciclina possui maior afinidade com os polimeros do que
com a fase liquida. Ademais, considerando MIP e MIP oco, é possivel notar que o
valor de RL para o MIP oco é duas vezes menor, indicando que a interacdo entre
tetraciclina e MIP oco é mais favoravel (e forte) do que para com o MIP tradicional.

Conforme exibido na Tabela 6, pelos valores destacados dos coeficientes R?:
MIP convencional se ajustou melhor ao modelo de Langmuir-Freundlich, MIP@SiO>
ao modelo de Freundlich e MIP de alta porosidade ao modelo de Langmuir.

E interessante notar que a carga maxima de adsorcéo pelos polimeros (Qm)
calculada - 2,6 mg g* para o MIP e 5,5 mg g para MIP de alta porosidade - esta
relativamente proxima dos valores experimentais obtidos: 2,1 mg g* para o MIP e
6,0 mg g para MIP de alta porosidade; indicando correlacéo dos ajustes tedricos com
os valores experimentais.

Para o MIP@SIO2, cujo melhor ajuste foi Freundlich, a constante 3 (0,78) indica
gue os sitios de ligacdo sdo homogéneos; uma vez que quanto mais proximo de zero
for a constante, mais heterogénea € a superficie. Além disso, o processo de adsor¢ao
também é favoravel para esse polimero; sendo 1/ = 1,3 e considerando a partir do

ajuste que se 0 < 1/B < 10 o processo € favoravel. (102)
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Considerando a constante de afinidade K para cada modelo ajustado, o MIP de
alta porosidade apresentou maior valor de constante (0,20 L mg?), o que reflete
diretamente nos valores superiores de adsorcédo obtidos por esse material quando
comparado com 0s outros dois polimeros.

Portanto, com intuito de verificar a influéncia da adsor¢cdo em ligagbes nao-

especificas, foram realizados ensaios de seletividade e interferéncia.

3.4.5 Seletividade e interferéncia

A Figura 24 exibe a estrutura quimica das moléculas utilizadas nos ensaios de
interferéncia e seletividade: antibioticos da mesma classe da tetraciclina (doxiciclina e
minociclina), antibiéticos de outras classes (norfloxacina e penicilina G) e um anti-

inflamataorio (diclofenaco).
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Figura 24 — Férmula estrutural das moléculas utilizadas no ensaio de seletividade e interferéncia.
Fonte: autor do trabalho.

No ensaio de seletividade cada polimero foi colocado em contato com solu¢des
de cada molécula avaliada (cada solugdo contendo somente um composto); enquanto
no ensaio de interferéncia, para avaliar a preferéncia de ligacdo dos polimeros pela
tetraciclina na presenca de outros compostos, os materiais foram colocados em
contatos com misturas de tetraciclina e dos outros compostos (cada mistura foi
composta por tetraciclina e mais uma molécula avaliada; ndo sendo avaliada uma

mistura geral do analito com todos os interferentes). Cada molécula foi quantificada e
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separada, no caso do ensaio de interferéncia, por CLAE com métodos previamente
otimizados.

Por meio dos ensaios de seletividade e interferéncia (ou ensaio competitivo),
ao comparar MIPs e NIPs, foi possivel verificar a eficiéncia da ligacdo dos MIPs para
tetraciclina (comparando a adsor¢éo do analito e de outras moléculas) e ao mesmo

tempo verificar a eficiéncia das cavidades seletivas frente as ligacdes inespecificas.
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Figura 25 — Ensaio de seletividade para o MIP convencional e MIP de alta porosidade. Em separado,

solugdes de cada analito (5,0 mg L preparadas em ACN) foram colocadas em contato por 90 min com
5,0 mg dos polimeros.

Fonte: autor do trabalho.
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Pela Figura 25, no ensaio de seletividade é possivel observar que a capacidade
de adsorcéo da tetraciclina do MIP para o MIP de alta porosidade aumentou em quatro
vezes, devido as diferencas estruturais entre eles. Como esperado, a adsorcao do
MIP altamente poroso foi mais eficiente. Além disso, houve diferenciagdo entre o
polimero impresso e o0 controle para ambos os MIPs, indicando que para a
concentracdo estudada as interacdes nas cavidades especificas foram superiores as
interacdes ndo especificas (como por exemplo com os grupos funcionais livres na
superficie dos polimeros ndo-impressos).

Para todas as outras moléculas, no caso do MIP, a retencdo se manteve em
valores inferiores a da tetraciclina e em alguns casos o polimero ndo impresso
apresentou maior retencao; indicando que, embora a capacidade de retencédo do MIP
pelo analito foi baixa, o polimero foi seletivo.

Para o MIP de alta porosidade a seletividade obtida foi boa frente & andlise da
minociclina, penicilina G e diclofenaco. No entanto, doxiciclina e norfloxacina
apresentaram elevados valores de adsorcao. A doxiciclina, por ser um antibiotico da
mesma classe da tetraciclina, pode ter interagido com as cavidades seletivas. Ja a
norfloxacina interagiu inespecificamente.

Para verificar se a doxiciclina e a norfloxacina poderiam interferir na capacidade
seletiva do MIP, com base no ensaio de seletividade, foi realizado o ensaio de
interferéncia (ensaio competitivo); para o qual uma solugcdo contendo mistura dos
analitos (tetraciclina e outro interferente) foi colocada em contato com os polimeros.
No ensaio comparou-se a capacidade de retencéo do MIP sem modificagéo e do MIP

oco de alta porosidade, conforme exibe a Figura 26.
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Figura 26 — Ensaio competitivo (interferéncia) para o MIP convencional e MIP de alta porosidade.
Solugbes contendo tetraciclina mais interferente (ambos na concentracgao final de 5,0 mg L™ preparadas
em ACN) foram colocadas em contato por 90 min com 5,0 mg dos polimeros.

Fonte: autor do trabalho.

No ensaio de interferéncia, quando os polimeros foram colocados em contato

com solucéo contendo mistura da tetraciclina e o outro interferente, na competicédo
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com a norfloxacina tanto o MIP quanto o MIP de alta porosidade apresentaram maior
afinidade pela tetraciclina, conforme exibido pelos valores superiores de adsorcéao -
aproximadamente 40% para tetraciclina e menos de 10% para norfloxacina.

J& no caso da doxiciclina, o MIP de alta porosidade apresentou alta afinidade
tanto pela tetraciclina quanto pela doxiciclina, com valores de retencdo superiores a
80% para ambos analitos. Nesse caso, a alta afinidade pode ser explicada por serem
antibioticos da mesma classe e com estruturas muito semelhantes (variacdo ocorre
no grupo OH que esta em Cs na doxiciclina e em Ce na tetraciclina). Para a minociclina,
embora também da mesma classe da tetraciclina, os resultados de retencdo foram
baixos, possivelmente pelas diferencas estruturais com a tetraciclina nos carbonos Cs,
Cs e Cr7 da estrutura.

Com base nos resultados para o ensaio de seletividade e interferéncia, ao
comparar os resultados de retencdo para tetraciclina, minociclina e doxiciclina, é
possivel concluir que o sitio de ligacdo entre MIP e tetraciclina baseia-se
principalmente pela interacdo com os grupos funcionais da parte superior da estrutura.

Nesse mesmo ensaio, tanto para a penicilina G quanto o diclofenaco, os
polimeros apresentaram preferéncia pela retencao da tetraciclina.

Baseando-se no ensaio competitivo foram obtidos os parametros de eficiéncia
de separacdo e seletividade para o MIP e o MIP de alta porosidade, conforme exibido
na Tabela 7 a seguir.

O coeficiente de particdo (Kp, em L g) representa a quantidade de analito

retida no polimero em relagdo a concentracao final no sobrenadante (Equacéo 10):

K, = % (10)

na qual Q é a quantidade de analito (em mg) retido por grama de polimero e C a
concentracgéo final de cada analito no sobrenadante (em mg L1).

O fato de impresséo (IF) é a relacdo entre o Kp do MIP em relagcédo ao seu
respectivo NIP (Equacdo 11). Quanto maior o valor de IF, maior a seletividade do
polimero. Finalmente, o fator de seletividade (S) permite uma estimativa do valor de
seletividade comparando efeito de impressao do analito com o respectivo interferente
(Equacéo 12).

Kp (MIP)
Kp (NIP)

IF = (11)

g — IFtetraciclina (12)

IF interferente
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Tabela 7 — Parametros de seletividade dos diferentes polimeros (tradicional e de alta porosidade) para
a tetraciclina em comparacdo com cada um dos interferentes avaliados.

Analito Material Ko (L g™) IF S
. MIP 0,0865
Tetraciclina NIP 00198 4.4 s
Norfloxacina MIP 0,0124 3,5 ,
NIP 0,0036 ’
. MIP P 0,214
Tetraciclina NIP P 0.123 1,7 o
Norfloxacina MIP P 0,0304 0,16 ’
NIP P 0,180 ’
Analito Material Kp (Lg?) IF S
MIP 0,484
T icli . 1,1
etraciclina NIP 0.411 , o
. MIP 0,056 '
Penicilina G NIP 0.386 0,12
. MIP P 0,689
Tetraciclina NIP P 0.655 11 014
Penicilina G MIP P 0,180 7,6 ’
NIP P 0,025 '
Analito Material Ko (L g™) IF S
. MIP 0,0423
Tetraciclina NIP 0.0970 0,5 030
Diclofenaco MIP 0,0621 1,5 ,
NIP 0,0439 '
MIP P 1,150
T icli . 2
etraciclina NIP P 0.711 5 -
Diclofenaco MIP P 0,157 0,8 ,
NIP P 0,180 ’
Analito Material Kp (Lg?) IF S
. MIP 0,0155
Tetraciclina NIP 0.0027 5,7 )
Minociclina MIP 0,0997 1,1 '
NIP 0,0934 ’
. MIP P 0,206
Tetraciclina NIP P 0.157 1,3 Lo
Minociclina MIP P 0,094 1,4 ’
NIP P 0,068 ’
Analito Material Ko (L g™) IF S
L MIP 0,042
Tetraciclina NIP 0.081 0,5 oe
Doxiciclina MIP 0,183 1,1 ’
NIP 0,169 ’
. MIP P 1,66
Tetraciclina NIP P 112 1,5 e
Doxiciclina MIP P 3,37 0,6 ,
NIP P 6,01 ’

IF: fator de impresséo; Kp: coeficiente de particdo (L g); MIP/NIP: MIP ou NIP tradicional; MIP/NIP P:
MIP ou NIP de alta porosidade; S: fator de seletividade.
Fonte: autor do trabalho.
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Pelos dados de seletividade acima exibidos, € possivel observar para a mistura
contendo norfloxacina, diclofenaco e doxiciclina que o MIP de alta porosidade
apresentou os melhores resultados de seletividade (10,2; 2,7 e 2,6; respectivamente)
qguando comparado ao MIP convencional; indicando a preferéncia do polimero no
reconhecimento seletivo a tetraciclina.

Para minociclina e penicilina G o MIP tradicional apresentou melhores valores
de seletividade, que provém da comparacao da separacao entre MIP e o NIP. No
entanto, as porcentagens de retencdo para tetraciclina foram inferiores quando
comparadas ao MIP de alta seletividade; conforme discutido anteriormente.

O fator de impressao, que compara a quantidade de analito ligado no MIP em
relacdo ao NIP, variou para cada analito e cada tipo de polimero. Para o MIP, os
melhores fatores de impressao foram nas misturas com norfloxacina, penicilina G e
minociclina. Para o MIP de alta porosidade a impressao molecular foi mais efetiva nas
misturas de doxiciclina, diclofenaco e norfloxacina.

Dessa forma, é possivel concluir que o MIP, ao ter sua estrutura modificada
(tanto pela insercao do nucleo de SiO2 quanto pela posterior remogao desse nucleo)
interage de forma diferente com a tetraciclina. A remocao do nucleo para obtencéo do
MIP de alta porosidade levou & um aumento da capacidade de adsor¢do do material
pelo analito, com aumento da area superficial disponivel (pelo buraco deixado pela
remocao da NP) que facilita a ligacdo entre tetraciclina e MIP tanto pela parte interna
guanto externa do polimero. Além disso, no MIP oco manteve-se a seletividade do

polimero, conforme parametros apresentados na Tabela 7 e previamente discutidos.

3.4.6 Aplicagcdo dos MIPs em amostras

Considerando a aplicacéo tradicional dos polimeros impressos como materiais
adsorventes, o MIP de alta porosidade foi colocado em contato com diferentes tipos
de amostra: 4gua mineral, agua de rio, urina sintética e leite semidesnatado.

Para verificar a possibilidade da presenca da tetraciclina nas amostras de agua
ou leite, essas foram avaliadas diretamente com o método cromatografico otimizado
(sendo considerado como branco das amostras) e, de acordo com a sensibilidade do
método desenvolvido, a tetraciclina ndo foi detectada naturalmente em nenhuma
amostra. Deste modo, as amostras foram fortificadas com tetraciclina com o intuito de

verificar a eficiéncia da capacidade de extracdo do analito da amostra pelo MIP.
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Como pardmetro de comparacdo e sendo um branco para a capacidade
maxima de adsorcdo do MIP, foi preparada uma solucdo padrédo de tetraciclina na
mesma concentracdo da fortificacdo das amostras, conforme descrito previamente
(item 3.3.7).

Todas as medidas foram realizadas em triplicata (n=3) e para comparacao o0s
polimeros ndo impressos também foram avaliados nas diferentes amostras.

Uma vez que os MIPs possuem uma capacidade de carga maxima de analito
para cada solucdo em que sao dispersos, a partir do valor real de extracdo foram
obtidos os valores normalizados para cada amostra. A Tabela 8 resume os resultados

de recuperacéao obtidos.

Tabela 8 — Valores de recuperacéo relativa (n=3) da tetraciclina em diferentes tipos de amostra pelos
polimeros (MIP e NIP) de alta porosidade.

Recuperacgéo

Amostra Polimero relativa* (%) RSD (%)
. . MIP P 88+1 1,1
Leite semidesnatado NIP P 136 + 6 4.4
Urina sintética MIP P A °.4
NIP P 49+7 14,3
Agua mineral MIP P 765 6,5
NIP P 63 + 13 20,6
Agua de rio MIP P 96 + 2 2,1
NIP P 164 +£4 2,4

* Os valores reais de extracdo na solucao padréo de tetraciclina para o MIP e NIP foram de 23,1% e
18%, respectivamente.
Fonte: autor do trabalho.

Conforme exibido na Tabela 8, os MIPs apresentaram maior precisdo do que
os NIPs na recuperacdo, indicando que o polimero atuou seletivamente no
reconhecimento da tetraciclina dispersa em amostras complexas.

Os MIPs apresentaram faixa de recuperagcdo compreendida no intervalo de
74 — 96% para todas as amostras. Assim, € possivel observar que os diferentes
componentes das amostras (como proteinas e outras moléculas) ndo interferem na
capacidade seletiva dos polimeros impressos. Os resultados de recuperacédo dos
MIPs também apresentaram precisdo adequada, com valores de desvio padrédo
relativo menores que 7%.

Os NIPs em geral apresentaram recuperacéo relativa inferiores aos MIPs,

exceto para as amostras de leite e agua de rio. No caso, o valor de extracdo dos NIPs
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nessas amostras foi maior do que na solucéo padréo e, deste modo, ao normalizar 0s

valores, a recuperacao relativa acabou sendo muito elevada.

3.5 Consideracgoées finais

Todos os MIPs sintetizados foram caracterizados fisico-quimicamente. Pelas
imagens de MEV observou-se a semelhanca na superficie dos polimeros; enquanto
pelos espectros de EDS e IV foram observadas a composicdo de cada um,
confirmando as diferengas estruturais entre cada material.

Nos testes de adsorcao foram avaliadas as condi¢des de ligacao dos polimeros
pela tetraciclina, sendo obtidas como condi¢des 6timas o uso de 5,0 mg de polimero
e acetonitrila como solvente. Dos trés materiais sintetizados, o MIP de alta porosidade
apresentou melhor resultado na adsor¢éo da tetraciclina, com cinética de ligacdo de
90 min e carga maxima de ligacdo de 5,5 mg de analito por grama de polimero. MIP
tradicional e com nucleo de SiO2 apresentaram resultados inferiores, com Qmax
proximo a 2,6 mg de analito por grama de polimero. Cada material apresentou
parametros de adsorcédo diferentes, com os ajustes comparados pelos diferentes
modelos de isotermas de adsorcao.

A avaliacdo do mecanismo de adsorcédo no MIP tradicional e no MIP@SiO2 ndo
foi possivel de ser realizada pela auséncia de linearidade dos dados obtidos nos
modelos estudados. No caso do MIP de alta porosidade, foi possivel determinar que
o processo de difusdo na superficie do material € um dos mecanismos de adsorgao.

Quando comparados os MIPs com seus respectivos controles observou-se que
os NIPs, embora apresentassem capacidade de adsor¢cdo menor do que os polimeros
impressos, os valores de ligacéo para tetraciclina foram préximos em todos os ensaios
realizados. Por meio dos ensaios de seletividade e interferéncia pode-se concluir que
a adsorcgéao ocorria por meio das cavidades seletivas do MIP, uma vez que a adsorgéo
da tetraciclina sempre foi superior quando comparada com cada interferente avaliado
e superior também para os MIPs em relacdo aos NIPs.

Ao aplicar o MIP de alta porosidade em diferentes tipos de amostras a faixa de
recuperacao para o analito ficou entre 74 — 96 %, indicando que o material consegue

ser seletivo e se ligar ao analito mesmo em solucdes de composi¢cdo complexa.
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Portanto, devido ao bom desempenho apresentado pelo MIP de alta
porosidade, este foi escolhido para ser aplicado como fase de reconhecimento seletivo

no desenvolvimento de dispositivos de fluxo lateral.
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4 CAPITULOII

DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS DE FLUXO LATERAL CONTENDO MIP
OU APTAMEROS PARA DETERMINACAO DE TETRACICLINA

4.1 Introdugao

Entre os sistemas Point of Care, aqueles que sédo baseados em papel séo os
mais empregados devido sua simplicidade para imobilizar os reagentes necessarios
para o teste, ao mesmo tempo que o papel pode ser acoplado em diferentes
plataformas sensoras. Dos sistemas que utilizam papel, os testes de fluxo lateral
apresentam amplo uso devido a versatilidade de composicbes que podem ser
estruturadas para identificar os analitos. (103)

Os sistemas de fluxo lateral também s&o conhecidos como imunoensaios
cromatograficos ou imunoensaios de fluxo lateral, uma vez que a maior parte dos
testes empregam anticorpos como fase de reconhecimento seletivo; tanto imobilizado
como fase de captura na nitrocelulose quanto como biorreceptores de deteccéo
imobilizado nas nanoparticulas. (103)

Han e colaboradores (104) desenvolveram uma tira de fluxo lateral para
deteccdo simultanea de oito analitos diferentes e, entre eles, a tetraciclina. Todos os
analitos foram conjugados a albumina do soro bovino para serem imobilizados como
linha de teste e cada anticorpo de captura foi conjugado a nanoparticulas de ouro. Os
pesquisadores comprovaram que nao ha interferéncia entre as diferentes classes de
analito sendo avaliadas simultaneamente. Para a tetraciclina, o teste apresentou limite
de deteccdo de 0,64 ng mL* e recuperagéo de 99,2 % ao analisar amostras de leite
fortificadas com os diferentes analitos.

A literatura apresenta escassos trabalhos para deteccdo de tetraciclina por
meio de sistemas de fluxo lateral. A principal diferenca entre os trabalhos reportados
esta no tipo de nanoparticulas que séo utilizadas e modo de deteccao/quantificacao
da tetraciclina. Todos os testes se baseiam no sistema de reconhecimento por meio
de anticorpos. (54,56,105,106)

A producdo de anticorpos demanda, além do elevado tempo e alto custo,
aspectos relacionados a ética no uso de animais. Uma alternativa mais recente que

vem sendo empregada é o uso de aptameros no lugar de anticorpos. (107)
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Os aptameros séo sequéncias de acidos nucleicos (DNA ou RNA) compostas
por estrutura de 15 a 100 nucleotideos de comprimento, na forma de fitas simples. Os
aptameros sao obtidos por um processo denominado SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by EXponential enrichment), o qual € baseado em purificagcdes Unicas de uma
biblioteca combinatéria de sequéncias de &cidos nucleicos com alta afinidade para um
alvo em particular por ciclos repetitivos de separacdes e amplificacdes. (108,109)

Devido a sua estrutura, os aptameros se ligam aos seus alvos por meio da
modulagdo da sua estrutura com alta afinidade e especificidade aos sitios de ligacéo.
Possuem vantagens frente aos anticorpos como facilidade de produgcéo em larga
escala, menor variacdo entre lotes, maior estabilidade para armazenamento e
mudancas de condi¢cdes (como pH, temperatura e forca idnica). (108,109)

Dai e colaboradores (110) desenvolveram um método livre de marcagéo para
determinacao de tetraciclina utilizando aptamero. A medida indireta foi realizada
colocando em solugdo o aptamero e tioflavina. A tioflavina livre ndo apresentou
fluorescéncia, mas ao se intercalar com as bases nitrogenadas, foi monitorada sua
emissdo de fluorescéncia em aproximadamente 490 nm. Quando adicionadas
aliquotas de tetraciclina, o aptdmero mudou sua conformacdo e reconheceu
seletivamente a tetraciclina; sendo monitorada a diminui¢cédo do sinal de fluorescéncia.

Um sensor eletroquimico para tetraciclina utilizando aptameros como fase de
reconhecimento seletivo foi desenvolvido por Huang e colaboradores. (111) Os
pesquisadores depositaram duas sequéncias de tamanhos diferentes e seletivas para
o analito na superficie de eletrodo impresso de ouro. O sensor foi aplicado em amostra
de mel e apresentou limite de deteccédo de 0,0073 ng mL™*%, faixa linear de trabalho
entre 0,01 — 1000 ng mL* e recuperacgéo entre 96,4 — 114,6%.

A maioria dos trabalhos utilizando aptamero para deteccdo de tetraciclina e
seus anélogos realizam as medidas por deteccdo espectrofotométrica, eletroquimica
e eletroquimiluminescéncia. (20,112)

O trabalho desenvolvido por Birader e colaboradores (113) apresentou um
sistema de fluxo lateral para determinacéo de oxitetraciclina utilizando aptameros. O
teste foi do tipo competitivo, no qual o aptamero foi imobilizado em nanoparticulas de
ouro, a oxitetraciclina conjugada com BSA depositada como linha de teste e a fita de
aptamero complementar como linha de controle. As imagens capturadas foram
guantificadas utilizando o software ImageJ e o sistema apresentou limite de deteccéo

visual de 5,0 ng mL* e de quantificacdo 0,24 ng mL™.
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Além das diferentes estratégias para fase de reconhecimento, os testes podem
empregar uma ampla gama de nanoparticulas que variam em formato, tamanho e
propriedades permitem explorar diferentes tipos de deteccdo. A Tabela 9 resume as
principais estratégias de detecc¢éo, tipos de nanoparticulas e fases de reconhecimento

gue sao reportadas nos sistemas de fluxo lateral. (114)

Tabela 9 — Métodos de detecgéo para sistemas de fluxo lateral. Os métodos séo categorizados de
acordo com o modo de deteccao, os quais podem atuar com diferentes tipos de marcadores e materiais
de reconhecimento.

Modalidade

Evento Marcador Reconhecimento

de deteccéo
Nanoparticulas

(Au, Ag, IrO2,
Colorimétrico CuO, .
Optica Fluorescéncia magnéticas),
P Espalhamento RAMAN nanotubos de ,JL\
Quimiluminescéncia carbono, 6xido de <
grafeno e 7 )
polimeros | |
Nanoparticulas -
frmi (Au e Ag), Anticorpo
Térmica Imagem 'I,'er.mlca nanotubos de
Fotoacustica . .
carbono, fésforo
preto ;
Magnetorresisténcia -
gigante
L Magnetorresisténcia de Nanoparticulas
Magnética "
tunelamento magnéticas

Aptamero

Quantificacado das
particulas magnéticas

Nanoparticulas
(Au, Au@Pt,
magnéticas) e
oxido de grafeno
Fonte: adaptado de Nguyen e colaboradores. (114)

Amperometria
Eletroquimica Voltametria ciclica
Eletroquimiluminescéncia

Ademais as fases de reconhecimento e detec¢cdo comumente utilizados, como
exibido na Tabela 9, apenas um trabalho contento MIP como fase de reconhecimento
em teste de fluxo lateral é reportado até o presente momento.

He e colaboradores (115) sintetizaram um MIP seletivo para o pesticida
triazofés e depositaram o material na membrana de nitrocelulose por eletrofiacdo
como linha de teste. A linha de controle foi composta por anti-lgG de rato produzido

em cabra e o ensaio foi competitivo: monitorou-se a ligacdo no MIP entre o triazofés
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e o conjugado triazofos-1gG-Fluoresceina. O sistema apresentou limite de deteccdo
de 20 pg L quando avaliado em amostras de agua de rio.

A literatura, até 0 momento, néo exibe trabalhos que relatem testes rapidos de
fluxo lateral qualitativos e/ou quantitativos para tetraciclina que utilizem MIP ou
aptameros como fase de reconhecimento. Deste modo, apresenta-se nesse capitulo
0 desenvolvimento de testes rapidos com diferentes fases de reconhecimento para

tetraciclina.

4.2 Objetivos

Desenvolvimento de dois dispositivos de fluxo lateral diferentes para
identificacdo rapida de tetraciclina: um sistema baseado no reconhecimento seletivo
dos MIPs e outro no dos aptameros. Ademais, otimizar a composi¢ao e estrutura de

cada teste visando sua aplicacdo em amostras complexas.

4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Reagentes e solu¢coes

A sintese das nanoparticulas de ouro (Au NP) foi realizada utilizando-se acido
clorodurico e citrato de sédio dihidratado, ambos fornecidos pela Sigma-Aldrich®.

Para a reacdo de acoplamento da tetraciclina na superficie das nanoparticulas
de silica foram utilizados glutaraldeido, fornecido pela Sigma-Aldrich® e borohidreto
de sédio, da Acros®.

Todos os sistemas aquosos e solu¢des tampao foram preparados com agua
ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q Ultra Pure Water System da marca Millipore®
(com resistividade igual a 18,2 MQ cm).

Para a reacao colorimétrica no fluxo lateral utilizou-se cloreto de Ferro (lll) da
Aldrich®. Os sais utilizados para preparar as solucdes tampéo de corrida nesses
sistemas foram TRIS, HEPES e PIPES, obtidos da Sigma-Aldrich® e fosfato de sddio
monobasico e fosfato de sddio dibasico da marca NEON. Os bloqueios da membrana
de nitrocelulose foram realizados com albumina do soro bovino (BSA) e

polietilenoglicol biscarboximetil éter (PEG), ambos Sigma-Aldrich®.
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Para os ensaios no sistema de fluxo laterla foram utilizados como controles
biotina-HRP  (Fischer Scientific®), (3-mercaptopropil)trimetoxissilano e &cido
tioglicolico, todos fornecidos pela Sigma-Aldrich®. Nanoparticulas de Au recobertas
com estreptavidina (Au-STA NP) 40 nm 100D foram adquiridas da Abcam®.

A sequéncia de aptamero de DNA de ligacdo a tetraciclina foi 40-mer
5-GTTTGTGTATTACAGTTATGTTACCCTCATTTTTCTGAAC-3". (116) A sequéncia
complementar 5-GTTCAGAAAAATGAGGGTAACATAACTGTAATACACAAAC-3  foi
utilizada nos ensaios como controle. Para as reagbes e montagem dos sistemas de
fluxo lateral as sequéncias acima descritas foram utilizadas contendo marcagédo com
biotina (b-APT) ou tiol (SH-APT) na terminacdo 5. Todos os aptameros foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich®.

As medidas eletroquimicas de voltametria ciclica foram realizadas em solucéo
de KCI 0,10 mol Lt contendo o par redox Fe(CN)e3/* 1,0x10° mol L. Para preparo
da solucédo foram utilizados Ka[Fe(CN)s] da Mallinckrodt , Ks[Fe(CN)s] da Synth e KCI
fornecido pela Dinamica.

As amostras foram previamente preparadas e/ou tratadas do mesmo modo

conforme foi descrito no topico de preparo de amostras do Capitulo | (item 3.3.7).

4.3.2 Instrumentacao

4.3.2.1 Caracterizacoes

A distribuicdo e morfologia das nanoparticulas de ouro foi avaliada utilizando o
microscopio eletronico de transmissdo (TEM; Philips, CM200) e o microscopio
eletrénico de varredura com campo de emissao (MEV-FEG) da marca JEOL, modelo
JSM-7500F.

A deposicéo dos polimeros e presenca de tetraciclina no sistema de fluxo lateral
foram observadas por meio de microscopia confocal (microscépio Carl Zeiss LSM 800
com Airyscan) aplicando laser de excitacdo em 405 nm. As membranas de
nitrocelulose avaliadas foram preparadas pela deposicdo da suspensédo de MIP e
eluicdo de tetraciclina. Apos secas por 24 h, as membranas foram cortadas ao redor

da linha de MIP em tamanho de 5x5 mm e levadas para analise.



94

4.3.2.2 Métodos analiticos

As andlises espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotometro
UV-Vis modelo Cary 60 da Agilent®, comandado pelo software ScanCary WinUV.
Todas as medidas foram realizadas em cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho
Optico e varredura do comprimento de onda no intervalo de 200 a 700 nm.

O ajuste de pH das solucdes tampao foi realizado utilizado um pHmetro da
marca Digital Gehaka® modelo PG 2000.

As analises de voltametria  ciclica  foram realizadas em
potenciostato/galvanostato modelo PGSTAT 302 (Metrohm Autolab®) e software
NOVA (verséo 2.1.4) para obtencao dos dados. Utilizou-se uma célula eletroquimica
de compartimento Unico de 5 mL contendo sistema de trés eletrodos: eletrodo de
trabalho (carbono vitreo com area geométrica de 0,071 cm?), eletrodo de referéncia
(Ag|AgClcisay) e eletrodo auxiliar (fio de Pt).

Os dispositivos de fluxo lateral foram construidos utilizando-se membranas de
nitrocelulose (FF 120HP), tira de amostra (CF4), tira conjugada de fibra de vidro
(Standard 14) e tira absorvente (CF7); todos fornecidos pela GE Healthcare.

As quantificagbes dos sistemas de fluxo lateral foram realizadas em sistema
fechado com iluminacdo constante utilizando trés lampadas brancas de LED
alimentadas por fonte de tenséo controlada da marca Tectrol. As imagens foram
obtidas utilizando um smartphone do tipo Samsung Galaxy J7 (Android 6.0.1) com
camera traseira de 13 Mpx com o aplicativo de livre acesso Open Camera (v. 1.47.3).

Para processamento das imagens foi utilizado o software livre ImageJ (v. 1.52a).

4.3.3 Desenvolvimento dos sistemas de fluxo lateral contendo MIP como fase de

reconhecimento seletivo

Os sistemas de fluxo lateral basearam-se em dois tipos distintos de fase de
reconhecimento seletivo para tetraciclina: MIP e aptameros. Deste modo, a
construgcéo e otimizagdo de cada um deles foram realizadas separadamente e de
acordo com as especificidades de cada formato de teste estabelecido.

No sistema contendo MIP, a resposta visual indicativa da presenca do analito
baseou-se em uma reacdo de complexacdo entre a tetraciclina e o céation Fe3*,

formando um composto de coordenacao de coloragdo amarelo escuro.
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O experimento inicial para prova de conceito da efetividade da reag&o no fluxo
lateral e da capacidade de reconhecimento do MIP baseou-se na deposi¢cdo do MIP
(suspensédo 5,0 mg mL* em solucdo tampédo TRIS 0,1 mol L* a pH 7,4 contendo
0,05% de Tween 20®) na membrana de nitrocelulose e do Fe®* na tira conjugada.
Foram aplicadas solucdes estoque de tetraciclina 0,2 mol L* e FeClz 0,1 mol L*
preparadas em agua. Essas solucdes foram utilizadas para posteriores diluicbes
conforme a necessidade dos experimentos.

O procedimento inicial para construcédo das tiras de fluxo lateral esta resumido

NOS passos a seguir, com esquematizagao exibida na Figura 27.

i. 5,0 uL de suspensao de MIP foram depositados ha membrana de nitrocelulose
formando uma linha, a qual ficou secando por 2 h;
ii. 60,0 uL da solucéo de estoque de FeCls foram depositados na tira conjugada
antes da eluicao do analito;
iii.  Adicionou-se 40,0 yL da solugado estoque de tetraciclina na tira de amostra e,
logo apos, adicdes sucessivas da solucao de corrida;
iv.  ApoOs alguns minutos, avaliou-se o resultado da formacdo de cor na linha de

teste.
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tetraciclina
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Figura 27 — Procedimento experimental no sistema de fluxo lateral utilizando reacdo de complexacao
entre tetraciclina e FeCls. (a) Inicialmente MIP e solucdo de FeCls sdo depositados na tira de fluxo
lateral. (b) Posteriormente adiciona-se solucédo de tetraciclina, a qual elui pela tira e que, (c) em contato
com o metal forma o composto de coordenacéo colorido que fica retido na linha teste de MIP.

Fonte: autor do trabalho.

4.3.3.1 Avalicdo da reacdo de complexacdo entre tetraciclina e Fe3*

Apos verificar a efetividade da reacdo no fluxo lateral, foram otimizados os
parametros da reacédo de complexacgao para formacao do composto de coordenagao.

Os experimentos para avaliar a estequiometria e cinética da reagdo de
complexacdo entre tetraciclina e Fe3* foram realizados utilizando solucdes estoque de
ambos os reagentes na concentragdo de 5,6x10° mol L preparadas em agua.

Para o ensaio de determinacdo da estequiometria do complexo, aliquotas das
solugdes estoque (analito e metal) para um volume total de 1 000 yL foram utilizadas,
variando a razao entre os volumes e, consequentemente, levando a variacdo da
fracdo molar das espécies no intervalo de 0,1 até 0,9. As misturas foram levadas para
andlise espectrofotométrica de absor¢do na regido do UV-Vis no comprimento de
onda de 435 nm.
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A cinética de formacédo do complexo foi realizada preparando uma mistura de
tetraciclina e Fe®* na proporcéo 1:1 (v/v) a partir das solucdes estoque; e o tempo de
formacédo do complexo apos a mistura avaliado no intervalo de 15 segundos até 20
minutos. As medidas de absorcdo do complexo na regido do visivel foram realizadas
em 435 nm.

4.3.3.2 Otimizacdo dos componentes ha construcdo do sistema MIP/tetraciclina/Fe3*

A tira de fluxo lateral foi composta sempre pelos mesmos materiais: tira de
amostra de celulose, tira conjugada de fibra de vidro, membrana de nitrocelulose e tira
absorvente de celulose; todos suportados sobre o cartdo adesivo da membrana de
nitrocelulose.

O procedimento geral adotado sempre foi, conforme resumido na Figura 27
anteriormente, na seguinte ordem: montagem da tira, deposicdo dos reagentes e
materiais, secagem, adicao do analito e eluicdo e, finalmente, avaliacdo do parametro
desejado. No caso dos testes considerados como brancos, ndo houve eluicdo do
analito.

As principais variaveis analisadas na construcdo do teste sdo resumidas na

Tabela 10 a sequir.
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Tabela 10 — Descricdo de cada componente e seu respectivo parametro analisado na construcéo das
tiras de fluxo lateral; sendo descritas nas condi¢cdes as composi¢cdes, quantidades e concentracdes.

Componente Parametro analisado CondicOes avaliadas
Eluente Tipo de solucao Agua ultrapura, solucbes
tampéao a pH 7,4 (fosfato,

TRIS, HEPES, PIPES)

Intervalo de concentracéo 0,005 - 0,2 mol L*
Membrana de Porosidade 120 HP® e 170 HP®
nitrocelulose Componentes de bloqueio BSA, PEG, sais das

solucdes tampéo (fosfato,
TRIS, HEPES, PIPES)
FeCls Intervalo de concentragéo 3,5—35 mmol L?
Modo de adicéo Deposicao na tira
conjugada ou adicéo
direta na nitrocelulose

MIP Quantidade de suspensao 0,75 -5,0 mg mL*
depositada
Tipo de MIP/NIP Convencional, com
nucleo de SiO2, de alta
porosidade
Tetraciclina Avaliacdo qualitativa 1x108 — 1x10° mol L*
Avaliacdo quantitativa 1x10® — 1x102 mol L™

Fonte: autor do trabalho.

Durante a avaliacdo de alguns ensaios de otimizacdo, além da identificacdo
gualitativa do resultado positivo indicado pela aparicdo de cor na linha de teste; em

alguns ensaios os resultados foram avaliados quantitativamente.

4.3.3.3 Quantificacdo dos ensaios nas tiras de fluxo lateral

As quantificacdes das linhas de amostra foram realizadas por meio de imagens
obtidas utilizando um smartphone e um sistema fechado para garantir as mesmas
condicOes a cada fotografia. A Figura 28 exemplifica o procedimento experimental de
obtencao das imagens e quantificagcdo; bem como os materiais e softwares utilizados.
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ImagedJ
Suporte smatphone e LED
=
OpenCamera
|
Canal RGB
A 1 B
= —109—
8 B,

A: absorbancia;
= B: intensidade do canal azul para amostra;
Suporte para tira teste B,: intensidade do canal azul para branco.

Figura 28 — Sistema de quantificacdo das tiras de fluxo lateral, cuja parte superior comporta o
smartphone e os LEDs para ilumina¢éo alimentados por fonte de tensdo de 12 V e parte inferior para
suporte da tira de fluxo lateral. A imagem é obtida utilizando o aplicativo OpenCamera €, por meio do
software ImageJ a imagem é tratada selecionando a cor de maior intensidade do canal RGB, cuja
intensidade de area colorida é convertida no sinal analitico de absorbancia.

Fonte: autor do trabalho.

As imagens foram capturadas utilizando o aplicativo Open Camera no
smartphone, de acordo com o seguinte procedimento: as tiras de fluxo lateral foram
colocadas dentro de uma caixa circular impressa (8,0 cm de diametro interno e 10 cm
de altura) com &cido polilatico preto; para controlar a luminosidade e evitar
interferéncias de radiacao externa.

A luminosidade do sistema foi controlada usando trés LEDs brancos de alto
brilho (10 mm cada) posicionados em um arranjo triangular e alimentados com uma
fonte de 14 V; sendo o smartphone posicionado sempre na mesma posicao (cerca de
10 cm acima das tiras suportadas na parte inferior da caixa). As imagens foram obtidas
utilizando foco e exposi¢cédo automaticos, sem flash ou controle de macros.

As fotografias tiveram a area da linha de teste quantificada por meio da
correlacdo da intensidade do sinal colorimétrico (de acordo com a maior intensidade
selecionada do canal RGB) com absorbancia, levando o branco (auséncia do analito)
em consideragao. (117)

Foi avaliado a influéncia do tempo de captura da imagem, apds o surgimento

de coloracéo na linha teste, nos resultados de quantificacdo. Para tanto, apos o inicio
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da reacdo colorimétrica, com sinal da eluicdo da tetraciclina, avaliou-se o efeito do
tempo de obtencéo da imagem (estudando o intervalo de 5 — 120 min) na resposta

guantitativa.

4.3.3.4 Métodos analiticos

Para o processamento das imagens, foi utilizado o software livre ImageJ para
obter as intensidades dos canais RGB. O canal azul (B) foi selecionado porque
forneceu a maior intensidade de cor do analito. A resposta analitica foi expressa em

absorbancia, de acordo com a relagcdo A = —log (BE), na qual Bo e B séo valores de
0

intensidade de sinal do canal azul para o branco e o padrao/amostra, respectivamente.

O limite de deteccao (LOD) foi obtido a partir da equacédo da reta da curva

analitica, pela relacdo LOD = 3 é , ha qual s é o desvio do coeficiente lineare S é o

coeficiente angular. O limite de quantificacdo (LOQ) foi considerado como a menor

concentracéo (primeiro ponto) da curva analitica.

4.3.3.5 Desenvolvimento da linha de controle

A linha de controle foi desenhada pela deposicao de K4[Fe(CN)s], 0 qual possui
alta afinidade e especificidade pelo Fe3*, formando um complexo de coordenacgéo de
coloracdo azul intensa denominado de azul da Prussia. A otimizagcdo da linha de
controle foi realizada avaliando-se:

e Intervalo de concentracdo de Kai[Fe(CN)s] depositado: 1 — 25 mg mL?

(solubilizado em agua ultrapura);

e Deposicao de mistura BSA (0,5% m/v) + K4[Fe(CN)s] como linha de controle;

Os parametros acima descritos foram variados e avaliados separadamente
para comparacao. O procedimento de construcdo do teste e eluicdo foram idénticos
aos descritos anteriormente: deposi¢céo do ferrocianeto ou da mistura ferrocianeto e
BSA, secagem, eluicdo com solugdo tampdo HEPES 0,05 mol L, adi¢éo de 10,0 pL
de FeCls 0,05% (m/v).
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4.3.3.6 Ensaio de seletividade e interferéncia

O teste desenvolvido foi avaliado frente sua capacidade de ser seletivo no
reconhecimento da tetraciclina; avaliando-se a resposta frente a eluicdo de outros
antibioticos da classe das tetraciclinas (minociclina e doxiciclina), antibiéticos de
outras classes (penicilina G e norfloxacina), farmaco anti-inflamatorio (diclofenaco) e
vitamina (biotina).

O teste e o procedimento de eluicdo foram realizados com as condi¢des
previamente otimizadas: deposicdo de 2,0 puL da suspensao de MIP e NIP de alta
porosidade, eluicdo com solugdo tampédo HEPES 0,05 mol Lt a pH 7,4 e adicédo de
10,0 uL de FeCls 0,5% (m/v). Cada composto (50 mg L solubilizado em agua
ultrapura) foi eluido separadamente e, ap06s a reacdo colorimétrica, realizada a
guantificacdo dos testes. Para avaliar a interferéncia, a eluigao foi realizada contendo

uma mistura de tetraciclina e interferente, ambos na concentracéo final de 50 mg L.

4.3.3.7 Aplicacao em amostras

Os sistemas de fluxo lateral foram montados conforme procedimento
anteriormente otimizado e descrito. Foram depositados de 2,0 yL da suspensédo de
MIP e NIP de alta porosidade, adicionados 40,0 uL das amostras (enriquecidas com
tetraciclina 50 mg L) e eluicdo com solugéo tampao HEPES 0,05 mol L*apH 7,4 e
adicdo de 10,0 pL de FeCls 0,5% (m/v). Os sistemas foram quantificados para

determinar a porcentagem de recuperacdo em cada amostra avaliada.

4.3.4 Desenvolvimento dos sistemas de fluxo lateral contendo aptameros como

fase de reconhecimento seletivo

4.3.4.1 Sintese das nanoparticulas de ouro (Au NP)

Para obtencdo das Au NP adotou-se o procedimento desenvolvido por
Turkevich et al. (118): 100,0 mL de &gua ultrapura foi aquecida até a ebulicédo e,
posteriormente, sob agitacdo constante foram adicionados 40,0 pL de acido
clorodurico (HAuUCIs) 0,5 mol Lt. A seguir, foram acrescentados 1,5 mL de solucédo

aquosa de citrato de sédio (0,07 mol L) e o sistema mantido sob aquecimento e
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agitacdo constante por 5 min. Finalmente, o aguecimento foi desligado e apoés resfriar
até temperatura ambiente, a solucéo de Au NP foi armazenada sob refrigeracao.
Também foram realizadas sinteses, seguindo o mesmo procedimento
previamente descrito, adicionando-se maiores volumes de solugéo de citrato de sédio
(1,7 mL; 2,2 mL e 3,0 mL) com o intuito de verificar o efeito do volume de citrato no
tamanho das NPs formadas. Todas as sinteses foram avaliadas por

espectrofotometria na regiao do UV-Vis.

4.3.4.2 Avaliacdo da viabilidade dos aptameros

Para verificar a atividade dos aptameros, esses foram colocados em contato
com o laranja de tiazol (LT), um corante que apresenta afinidade pelas bases
nitrogenadas.

Foram preparadas solucbes de tetraciclina (concentracdo final no tubo no
intervalo de 1 — 100 pg mL™?); as quais adicionou-se o aptameros com concentracdo
0,050 pumol L't mantida constante. Apds interacédo sob agitagédo por 15 min a 25 °C,
adicionou-se o LT (concentracdo final constante de 2,0 pmol L?). As solucées
interagiram por mais 10 min e foram levadas para medida por espectrofotometria.

Os brancos consistram na avaliacdo do LT, tetraciclina e aptameros

separadamente, com as concentracdes idénticas as das misturas.

4.3.4.3 Imobilizacdo dos aptdmeros nas nanoparticulas de Au

Para comparar e verificar a eficiéncia da imobilizac&o, diferentes procedimentos

foram avaliados na imobilizacdo dos APT de ligagéo na superficie das Au NP:

e Adsorcao: imobilizacdo das fitas de aptameros sem modificacéo.

Para a reacao de imobilizagdo por adsorgéo, 10,0 pL da solugao estoque de
APT (100 pmol L) foram diluidos em 45,0 pL de agua ultrapura. A seguir, 20,0 pL da
solucéo anterior foram diluidos em 80,0 uL de solucdo de AuNP. A mistura interagiu
sob agitacdo em temperatura ambiente por 30 min.

e Interacao: imobilizagdo de aptameros marcados com tiol (SH-APT).

Inicialmente 10,0 puL da solucdo estoque de SH-APT (100 pumol L) foram

diluidos em 45,0 pL da solucdo 1x10-3 mol L de tris(2-carboxietil)fosfina, preparado
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em solugdo tampéo TRIS 50,0 mmol L contendo 250,0 mmol L* de NaCl. A solucéo
interagiu em temperatura ambiente sob agitacdo por 1 h. Posteriormente, 20,0 uL da
solucéo preparada de SH-APT foram diluidos em 80,0 uL de solucdo de AuNP. A
mistura interagiu sob agitacdo em temperatura ambiente por 15 min.

e Interacao: imobilizacdo da fita de aptamero marcada com biotina (b-APT).

Para a reacéo, 4,0 uL da solucdo estoque de b-APT (100 ymol L?) foram
diluidos em 20,0 uL de Au NP recobertas com estreptavidina (Au-STA NP comerciais).
A solucdo interagiu sob agitacdo em temperatura ambiente por 30 min. A seguir, essa
solucédo foi centrifugada e ressuspensa em 180,0 pL de solugdo composta por

sacarose 10% (m/v) e acido bérico 10 mmol L.

4.3.4.4 Ensaios de avaliacao da estrutura do teste

Os ensaios iniciais no sistema de fluxo lateral consistiram na construcdo das
linhas de controle para verificar a capacidade de eluicdo e estabilidade das Au NPs
sintetizadas e de nanoparticulas de ouro recobertas com estreptavidina (Au-STA NP)
comerciais.

Como linha de controle para as Au NP foram avaliados diferentes compostos
contendo grupo tiol disponivel. O resumo dos parametros avaliados na eluicdo das Au

NP é apresentado na Tabela 11 a seguir:

Tabela 11 — Descricdo de cada componente e seu respectivo parametro analisado na eluicdo das Au
NP, sendo descritas nas condi¢cdes as composicdes, quantidades e concentracdes avaliadas.

Componente Parametro analisado CondicBes avaliadas
Agua ultrapura, soluces
Tipo de solucdo tampao a pH 7,4 (fosfato,
Eluente P ¢ P P (
TRIS, HEPES, PIPES)
Intervalo de concentragéo 0,01 -0,1mol L
Tira conjugada Bloqueio e/ou modificadores BSA, Tween, sacarose
Composicao, intervalo de Deposicéo de
Linha de controle concentracao e melhor mercaptossilano e acido
resposta colorimétrica tioglicolico.

Fonte: autor do trabalho.

Em cada experimento variou-se um parametro por andlise, sendo o

procedimento geral adotado para construgéo da tira de fluxo lateral:
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i. 2,0 pL das solugdes de mercaptosilano/ ac. tioglicolico foram aplicadas na
nitrocelulose formando o desenho de uma linha. A membrana secou por
2 h em temperatura ambiente.

ii. Na tira conjugada adicionou-se 50,0 yL da solugcdo de bloqueio. A tira
secou por 2 h em temperatura ambiente. Depois de seca, adicionou-se
45,0 uL da solucédo de Au NP e a tira foi seca por mais 2 h em temperatura
ambiente.

ii.  Adicionou-se trés aliquotas de 40,0 pL da solucdo tampé&o de corrida na
tira de amostra até completa eluicdo das NP pelo sistema; sendo
observada a resposta colorimétrica do sistema.

iv.  Nos ensaios de quantificacdo, as imagens foram obtidas apds 60 min de

secagem das membranas.

4.3.4.5 Sintese de nanoparticulas de SiO» e modificacdo com tetraciclina

A linha de teste foi composta por tetraciclina depositada de dois modos
diferentes: deposicdo direta na nitrocelulose e imobilizada previamente em
nanoparticulas de SiO..

Para deposicdo direta da tetraciclina na membrana, avaliou-se o intervalo de
concentracdo de deposicdo (1-50 mg mL?), a quantidade de ciclos de deposicédo
(uma, duas ou trés deposicdes) e o efeito da solucao tampédo de corrida na linha.

Para imobilizacao da tetraciclina na superficie das SiO2 NP duas metodologias
foram avaliadas: adsorcao e ligacédo utilizando reagente acoplante. Foram utilizadas
tanto as NP tradicionais (contendo grupos OH livres) quanto modificadas com grupo
NH2 (NH2-SiO2 NP). Em todas as metodologias, as solu¢bes empregadas foram
glutaraldeido 1% v/v preparado em solugdo aquosa de acido acético 2% v/v e
tetraciclina (4,2 mmol Lt em solucéo aquosa de acido acético 2% v/v).

Pelo método de adsorgcdo, 100 mg de SiO2 NP/NH2-SiO2 NP foram colocadas
em contato com 1,5 mL de solugéo de tetraciclina. O sistema foi mantido sob agitacao
por 2 h em temperatura ambiente e, logo apdés, as nanoparticulas foram limpas com
excesso de agua ultrapura e separadas por centrifugacao.

Para a reacao de acoplamento utilizando glutaraldeido, trés métodos diferentes

foram avaliados e adaptados a partir de procedimentos semelhantes. (119,120)
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Método 1: 0,150 g de SiO2 NP foram colocadas em contato com 15,0 mL de
solucéo de tetraciclina sob agitacdo em temperatura ambiente por 15 min. A seguir,
adicionou-se 15,0 mL de glutaraldeido. A temperatura foi elevada a 70 °C e o sistema
mantido sob agitacdo por 2 h. Apds esse periodo, o sistema foi resfriado até
temperatura ambiente e iniciou-se o0 processo de limpeza.

Método 2: 0,150 g de SiO2 NP foram colocadas em contato com 15,0 mL de
solucéo de glutaraldeido sob agitacédo a 70 °C por 2 h. A seguir adicionou-se 15,0 mL
de solucéo de tetraciclina e o sistema mantido sob agitagao por mais 2 h. Por fim, o
sistema foi levado para resfriar até temperatura ambiente e iniciou-se o processo de
limpeza.

Método 3: 0,300 g de NH2-SiO2 NP foram colocadas em contato com 15,0 mL
de solugdo de glutaraldeido e mantidas sob fluxo constante de N2 e agitagdo por 1 h
em temperatura ambiente. A solugao foi centrifugada para remoc¢ao do sobrenadante
e limpa uma vez com agua ultrapura. As NP foram ressupensas em 15,0 mL de agua
ultrapura e levadas para banho de gelo. No momento em gque a temperatura atingiu
préximo de zero graus, adicionou-se 0,150 g de NaBHa4 e o sistema agitado por 15
min. A seguir adicionou-se 20,0 mL de agua ultrapura e o sistema levado para
centrifugacédo e remocgdo do sobrenadante. Em sequéncia adicionou-se 15 mL da
solucéo de tetraciclina e o sistema foi mantido sob agitacdo a 70 °C por 2h. Finalizado
0 tempo iniciou-se o processo de limpeza.

Para todos os métodos acima descritos, 0 processo de limpeza consistiu em
enxague com excesso de agua ultrapura (8 vezes) e separacdo das NPs por

centrifugacao.

4.3.4.6 Estrutura do ensaio competitivo :construcdo das linhas de teste e controle

A linha de teste do ensaio competitivo foi composta pelas SiO2 NP modificadas
com tetraciclina em sua superficie. A linha de controle foi composta pela sequéncia
complementar de aptamero, denominada de c-APT A eficiéncia dos diferentes
materiais foi avaliada verificando-se o sinal colorimétrico gerado pela eluicdo das Au-
APT NPs.

A Figura 29 exibe os componentes depositados e avaliados na construgéo de

cada parte do teste, o qual foi construido no formato competitivo.
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Figura 29 — Representagdo esquematica dos componentes do ensaio no formato competitivo. O

conjugado Au-APT NP foi depositado na tira conjugada. A linha de teste foi composta por

nanoparticulas de silica contendo tetraciclina imobilizada em sua superficie. A linha de controle foi

composta pelo aptamero complementar ao aptdmero imobilizado nas Au NPs da tira conjugada.
Fonte: autor do trabalho.

Para construcdo da linha de teste, inicialmente as NP foram suspensas e
sonicadas por 40 s para desagrega-las: 10,0 mg de NP suspensas em 1,0 mL de
solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L* a pH 7,4 contendo Tween 0,05% (v/v). 2,0 uL das
suspensbes foram depositados na membrana de nitrocelulose e secas em
temperatura ambiente por 3 h.

As tiras conjugadas contendo as Au-APT NP foram preparadas previamente:
40,0 pL de solucdo contendo sacarose 10% (m/v) e acido bérico 10 mmol Lt foram
adicionados nas tiras conjugadas, as quais secaram em temperatura ambiente por 3
horas. A seguir depositou-se 30 uL das Au-APT NPs e as tiras secaram por mais 3
horas em temperatura ambiente. Ap6és montado, o teste foi realizado utilizando
solucdo tampéao fosfato 0,1 mol Lt a pH 7,4 contendo Tween 0,05% (V/v).

Para construcéo da linha de controle, a sequéncia complementar de aptamero,
(GTTCAGAAAAATGAGGGTAACATAACTGTAATACACAAAC), denominada de c-
APT, foi utilizada como controle as nanoparticulas de ouro conjugadas com o
aptamero de ligacdo (Au-APT NP). Diferentes concentragcdes de c-APT foram
depositadas (10 — 100 ymol L) e a hibridizacdo com o APT avaliada em diferentes

solucBes tampéo de corrida, descritas conforme a Tabela 12 a seguir.
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Tabela 12 — Solu¢bes tampéo corrida avaliadas para hibridizacéo entre as fitas de APT e c-APT.
TRIS (mmol LY) Tween (% v/v) Sacarose (% m/v) MgClz (mmol L)

50 0,50 - 50
50 0,50 1,0 50
100 0,50 - 50
100 0,50 1,0 50

Fonte: autor do trabalho.

4.4 Resultados e discussao

As tiras de fluxo lateral sdo compostas por diferentes secdes: tira de amostra,
tira conjugada, membrana de nitrocelulose e tira adsorvente. Na tira conjugada
encontra-se a biomolécula e nanoparticula (marcadas ou ndo) que sao responsaveis
pela reacdo colorimétrica que gera o resultado (positivo ou negativo) do sistema.

Os sistemas de fluxo lateral para identificacédo da tetraciclina foram construidos
de duas formas diferentes: utilizando MIP para identificacdo da tetraciclina e reacéo
de complexacdo com Fe3* para resposta colorimétrica; ou utilizando aptameros para
identificacdo da tetraciclina e nanoparticulas de Au para obtencdo do sinal
colorimétrico.

Desse modo, os resultados obtidos nos sistemas de fluxo lateral ser&o
discutidos em dois topicos separados, com subtdpicos dispostos conforme os

resultados obtidos de caracterizacdes e estudos de otimizacéo.

4.4.1 Sistema contendo MIP como material de reconhecimento seletivo

4.4.1.1 Caracterizacdo da linha de teste

A deposicdo dos polimeros na membrana de nitrocelulose e a ligacdo da
tetraciclina nesses materiais foram caracterizadas por microscopia confocal, conforme

as imagens exibidas pelas Figura 30 e Figura 31.
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Figura 30 — Imagens de microscopia confocal exibindo a ligagdo da tetraciclina nos polimeros
depositados na membrana de nitrocelulose. CondigGes de andlise: eluicdo de tetraciclina 25,0 mg L™
com solucdo tampdo HEPES 0,05 mol L™ a pH 7,4.para as membranas com os polimeros impresso e
nao-impresso. Branco: eluicdo somente da solu¢do tampao.

Fonte: autor do trabalho.

A microscopia confocal permitiu, por meio da medida de fluorescéncia
proveniente da estrutura da tetraciclina, identificar diretamente o analito ligado nos
polimeros impressos. Conforme exibe a Figura 30, a ligacdo do analito foi diferente
para cada tipo de material.

Todos os polimeros impressos apresentaram fluorescéncia muito mais intensa
do que seus respectivos polimeros nao-impressos. Entre os materiais impressos, o
MIP oco de alta porosidade apresentou o maior sinal de fluorescéncia, indicando que
houve retencédo de maior quantidade de tetraciclina.

Deste modo, comparando a diferenca de sinal entre os MIPs, os NIPs e os
brancos, é possivel concluir que a tetraciclina se ligou seletivamente as cavidades dos
polimeros e ndo ocorreu retengao fisica (pelo tamanho ou quantidade de polimero
depositado) ou interacdes inespecificas.

Para ilustrar a capacidade de ligacdo do MIP de alta porosidade, o qual foi
escolhido como modelo para linha de teste, diferentes concentracdes de tetraciclina

foram eluidas pela tira contendo esse material, conforme exibe a Figura 31.
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Figura 31 — Imagens de microscopia confocal de tiras de fluxo lateral apés eluicdo de concentragdes
de tetraciclina (a) 10 mg L%; (b) 25 mg L e (¢c) 90 mg L para linha de teste contendo MIP de alta
porosidade.

Fonte: autor do trabalho.

A eluicao de diferentes concentracées de tetraciclina (10, 25 e 90 mg L?) exibiu
um aumento na fluorescéncia da linha de teste com o aumento da concentragao;
ilustrando assim a capacidade de ligacdo do MIP pela tetraciclina e viabilidade da

guantificacdo nesses sistemas.

4.4.1.2 Reacao colorimétrica para determinacao de tetraciclina

A tetraciclina apresenta alta afinidade por cétions metalicos, formando
complexos cuja estabilidade e coloracdo que variam de acordo com o metal. (121) Os
estudos iniciais basearam-se em reac0es qualitativas da tetraciclina com os seguintes
metais (em ordem decrescente de afinidade): Fe3*, Al**, Ni?*, Co?*, Sn?*, Mg?*, Ca?*,
Mn?*, Cu?* e Zn?*,

Avaliando solucbes de tetraciclina e dos metais preparadas em agua, na
concentracéo inicial de 5,6x10° mol L, apenas com o Fe®* observou-se a formacéo

de um complexo de coloragdo amarelo ambar intenso, como exibe a Figura 32.
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Figura 32 — Ensaio qualitativo exibindo a formag&o do complexo entre tetraciclina e Fe®". Mantendo-se
o volume de tetraciclina (0,2 mol L) constante, gotas de FeCls (0,1 mol L) foram adicionadas. Da
esquerda para a direita, auséncia de reagdo (sem mudanca), complexo formado (coloracdo amarela) e
excesso de reagentes (alta intensidade de precipitacéo).

Fonte: autor do trabalho.

Conforme exibidas nas solucfes apresentadas na Figura 32, ao atingir a
propor¢cdo ideal entre tetraciclina e Fe3®', observa-se o complexo amarelo cuja
intensidade vai aumentando até que, ao atingir o excesso de reagentes, comeca a
ocorrer precipitacdo do complexo formado.

Para os outros metais avaliados nada foi observado e, com o intuito de verificar
se esse fenbmeno dependia de fatores como concentragdo ou proporcdo dos
reagentes, solugcbes saturadas de tetraciclina e dos metais foram preparadas e
avaliadas em diferentes proporc¢oes.

Para o Cu?* foi obtido um complexo verde-dgua apds alguns minutos de
interacdo. Possivelmente as aguas de hidratacéo caracteristicas da estrutura do sal
de cobre influenciaram na reacdo, fazendo com que o tempo de formacédo do
complexo fosse mais longo quando comparado com o complexo de ferro. Para o Sn?*
observou-se precipitacdo; e, para os demais metais avaliados ,nada ocorreu. Portanto,
optou-se por seguir o trabalho com Fe3*, cuja complexacédo com a tetraciclina ocorreu
em baixas concentracdes, tempo mais rapido e com uma boa intensidade de cor
guando comparado com o complexo de cobre.

Considerando um equilibrio no qual varios complexos podem ser formados, a
estequiometria do complexo foi determinada por meio de medidas de absorbancia de
solucdes contendo diferentes propor¢cbes molares de metal (Fe3*) e ligante

(tetraciclina), conforme exibido pela Figura 33 a seguir.
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Figura 33 — Absorbéncia do complexo formado em funcdo de diferentes proporcdes de tetraciclina e
Fe®* (representadas como fragcio molar da tetraciclina) para determinagéo da estequiometria da reagéo.
Fonte: autor do trabalho.

Como exibido pelo grafico da Figura 33, a absorbancia maxima foi obtida para
fracdo molar de ligante igual a 0,5; ou seja, a proporcéo é 1 metal: 1 ligante (complexo
do tipo ML). Esse resultado é condizente com estudos mostraram que a tetraciclina
atua como um ligante polidentado com metais na propor¢édo 1:1 e que, em pH
elevados, pode formar complexos do tipo ML2. (121)

A estrutura da tetraciclina contém alguns sitios nos quais pode ocorrer a
guelacdo com céations metélicos, sendo o mais importante no nivel inferior da molécula
gue contém duas 1,3-dicetonas. (121) Outros experimentos envolvendo a sintese de
complexos entre tetraciclina e metais mostraram que o sitio de ligagdo entre
tetraciclina e Fe3* pode variar de acordo com a condicdo experimental; sendo
reportados como sitios possiveis O3-Na, O3-Oamida € O3-Namida (COnforme posicdes
especificadas na Figura 1). (11) A Figura 34 destaca essa regido de possivel
interacao.
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Figura 34 — Representagdo esquematica da reacdo de complexacdo, com destaque na férmula
estrutural da tetraciclina para os sitios mais provaveis de interagdo com o Fe3*.
Fonte: autor do trabalho.

A tetraciclina possui trés pKa diferentes: 3,3; 7,7 e 9,7. Abaixo de pH 3,3 a
molécula possui carga positiva (amina terciaria protonada); se 3,3 < pH < 7,7 a
tetraciclina estd na forma zwitteribnica (grupo OH entre a amina e a amida esta
desprotonado) e acima de pH 7,7 a molécula possui carga negativa (amina fica
desprotonada e os grupos OH de Ci0 e C11 S&o desprotonados). (122)

A regido da tetraciclina destacada na Figura 34 corresponde ao sitio mais
provavel uma vez que no pH de trabalho (pH 7,4) o grupo OH dessa regido esta
desprotonado; e, deste modo, essa regido de alta densidade eletrbnica torna-se
facilmente disponivel para o Fe®*. Portanto, também é possivel inferir que o pH da
solucdo influencia na reacdo de complexacdo, de acordo com a
protonagdo/desprotonacdo da molécula. Ademais, esse fato experimental observado
condiz com dados reportados em outros trabalhos. (11)

Também foi avaliado o tempo de reacao para formagédo do complexo conforme

a proporcao obtida anteriormente de 1 metal : 1 ligante, como exibe a Figura 35.
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Figura 35 — Estudo cinético (de 15 s até 20 min) da reacdo de complexag&o entre tetraciclina e Fe®".
Mistura preparada em agua ultrapura na proporgéo 1 tetraciclina : 1 Fe3* (v/v).
Fonte: autor do trabalho.

O ensaio cinético mostrou que a reacao de complexacao ocorre rapidamente,
sendo que a partir de dois minutos ndo se verifica mais mudancas nos valores de
absorbancia. Ademais, é importante notar que, a partir de 1 min, a diferenca de valores
de absorbancia para o tempo de equilibrio em 2 min é praticamente constante;
respectivamente 0,80 e 0,82 U.A.

Dessa forma, o estudo mostra que a reagdo colorimétrica € viavel para ser
utilizada no sistema de fluxo lateral; uma vez que as corridas duram ao redor de 5 min
e, até que os reagentes cheguem na linha de teste, o tempo varia em torno de 1 a 2
min dependendo da porosidade da membrana de nitrocelulose utilizada.

Previamente ao inicio da avaliagdo da influéncia dos diferentes parametros, a
reacdo de complexagédo foi realizada no sistema de fluxo lateral para avaliar sua
viabilidade e o efeito dos reagentes nas membranas (celulose, fibra de vidro e

nitrocelulose) que compde o sistema; conforme a Figura 36.
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MIP NIP Branco

Figura 36 — Eluicdo de tetraciclina (0,22 mol L** em agua) utilizando solugdo tampé&o de corrida na tira
de fluxo lateral contendo MIP e NIP de alta porosidade depositados e posterior reacdo colorimétrica
com FeCls (0,10 mol L™* em &gua). O branco consiste em MIP depositado na membrana apés a eluigéo
de todos os reagentes exceto o analito.

Fonte: autor do trabalho.

Pela Figura 36 acima é possivel observar que a reac¢do colorimétrica ocorreu
conforme o esperado, sem que a eluicdo dos reagentes causasse algum tipo de dano
nas membranas. Nas membranas de nitrocelulose foram imobilizados MIP e NIP e
para o branco foi depositada uma linha de MIP. Apdés a elui¢do da tetraciclina realizou-
se a eluicdo do FeCls; gerando o complexo de coloracdo amarelo ambar. Também é
possivel visualizar, pela compara¢édo das intensidades da coloragcdo gerada, que o
MIP reteve a tetraciclina e que no NIP ela foi muito menos significativa. O branco
mostra que tanto a solucdo tampdo de corrida quanto o Fe3* ndo interagem com o

MIP, ndo sendo observada nenhuma resposta colorimétrica.

4.4.1.3 Quantificacdo no sistema de fluxo lateral

As quantificacdes da resposta colorimétrica (mensuradas em absorbancia)
foram realizadas pela obtencdo de imagens utilizando um smartphone e posterior
tratamento delas utilizando o software livre ImageJ para obter as intensidades de cor
do canal RGB, como detalhado no procedimento experimental (item 4.3.3.3). Para o
sistema proposto, o canal azul (B) foi escolhido por fornecer a maior intensidade de
cor para o analito (cor complementar mais proxima a do composto de coordenac¢ao).

Os parametros como tempo de obtencdo da imagem e intensidade da

iluminacéo foram estudados em simultaneo, conforme exibe a Figura 37.
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Figura 37 — Intensidade do sinal colorimétrico em fun¢éo da intensidade de iluminacao (8 — 14 V) e do
tempo de obtenc¢do da imagem apds o inicio da reagdo (10 — 120 min). Eluicédo de FeClz 0,6% (m/v) e
tetraciclina 5,6x10° mol L.

Fonte: autor do trabalho.

Na avaliacdo inicial de quantificacdo o tempo de obtencdo da imagem foi
cronometrado logo apds a adicdo do FeCls e inicio da reagdo colorimétrica. A
intensidade de iluminacéo foi avaliada de acordo com o potencial (de 8, 12 ou 14 V)
aplicado nas lampadas de LED.

A quantificagdo das tiras mostrou influéncia tanto do tempo quanto da
iluminacdo no sinal obtido. Experimentalmente, observou-se que até 30 min as tiras
encontravam-se muito Umidas, ou seja, finalizando a eluicdo de todos os reagentes e
solucéo de corrida. Essa variacdo da composicao da tira se reflete nos valores obtidos
gue variam para todas as iluminacdes avaliadas. Experimentalmente observou-se que
a partir de 50 min a membrana de nitrocelulose ja estava seca e, para a quantificacao,
a partir de 60 min os valores de intensidade, embora ligeiramente menores, se
mantiveram praticamente constantes até 120 min.

Considerando que para maior intensidade de iluminacdo (14 V) obteve-se
sinais mais intensos e que o tempo de secagem maior garante que todas as tiras
estejam nas mesmas condicdes no momento da quantificagéo, optou-se por realizar

a obtencéo das imagens em 60 min e sob aplicacédo de 14 V na iluminacéo dos LEDs.
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4.4.1.4 Avaliaces iniciais no sistema de fluxo lateral

Nos ensaios prévios de viabilidade do sistema, foi realizada a tentativa de
depositar o Fe®* na tira conjugada, conforme a estrutura classica do fluxo lateral. No
entanto, isso nao foi possivel uma vez que, apos seco, o FeClz ndo eluiu mais.

Foram realizados diversos testes variando bloqueio prévio da tira conjugada,
tempo de secagem, quantidade de FeCls depositada, etc. Nenhum dos parametros
variados e avaliados funcionou. O Fe®* néo eluia ou, quando eluiu, foi de maneira ndo
uniforme e manchando toda membrana de nitrocelulose.

Deste modo, optou-se por realizar o teste de modo diferente. Primeiro foi eluido
0 analito com excesso de solucéo de corrida e, logo apés, adicionou-se FeClz logo no
inicio da membrana, para eluir até chegar na linha de teste. Esse procedimento
apresentou bons resultados e que foram reprodutiveis nos testes de triagem
realizados; e, portanto, foi adotado como modo de eluicdo para esse sistema.

A primeira quantificacdo realizada, como mostra a Figura 38, foi o
comportamento da reacéo colorimétrica e do Fe3* frente a um MIP seletivo para biotina
e para o MIP oco de alta porosidade seletivo a tetraciclina; bem como a influéncia da
forma da tetraciclina (estrutura nativa ou forma de sal, o cloridrato de tetraciclina) no

sistema.
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Figura 38 — Avaliagdo da seletividade da reacéo colorimétrica frente & um MIP para tetraciclina e para
outro analito (MIP para biotina) - 0,05 mg de MIP depositado - e comparagdo simultdnea entre 0s
diferentes tipos de tetraciclina. Condigdes: eluicio de tetraciclina (5,6x10* mol LY) e reacio
colorimétrica com FeClz 0,6% (m/v).

Fonte: autor do trabalho.

Pela Figura 38 acima é possivel observar que, apos a reacdo de complexacéo
gue acontece durante o fluxo dos reagentes, a tetraciclina continua se ligando
preferencialmente ao MIP e gera o sinal colorimétrico mais intenso (0,045 U.A.).
Quando colocada em contato com outro MIP (seletivo para biotina) o sinal obtido foi
nove vezes menor, indicando que a seletividade do MIP e a preferéncia da tetraciclina
em se ligar ao material permanece ap0s a reacao colorimétrica.

Avaliando o MIP para tetraciclina, é possivel observar que a estrutura da
tetraciclina (tetraciclina ou cloridrato de tetraciclina) influencia na formacdo do
complexo e, consequentemente, no sinal obtido. Uma das condi¢cbes que influencia
na formacao do complexo € o pH e, possivelmente, o cloridrato de tetraciclina, por ser
um sal acido, esta alterando a proporcdo do complexo formado; sendo obtido assim
um sinal menos intenso do que para a tetraciclina.

A seguir foi avaliada a influéncia do tipo de solvente de corrida utilizado no sinal

colorimétrico obtido, como exibe a Figura 39.
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Figura 39 — Avaliacdo do efeito da composicao da solucao de corrida no sinal colorimétrico comparando
agua ou diferentes solu¢bes tampéo. (a) Identificacdo qualitativa e (b) Quantificacdo das respostas
colorimétricas. Todas as solugGes tampdo na concentragdo de 0,1 mol L a pH 7,4. Eluicdo de
tetraciclina (5,6x10“ mol L) e FeCls 0,6 % (m/v).

Fonte: autor do trabalho.

Como exibido na Figura 39 acima, agua e solucdo tampao fosfato
apresentaram o pior desempenho. Qualitativamente néo foi observado o surgimento
da linha utilizando nenhuma dessas duas solugdes.

As solucdes HEPES e PIPES apresentaram maior intensidade de sinal e com
valores semelhantes; ao redor de 0,12 U.A. No entanto, a solucdo tampéo PIPES eluiu
com dificuldade pela tira de fluxo lateral, sendo necessario adicionar quantidades
muito maiores de solvente e com um tempo maior de eluicdo. Deste modo, a solugéo
tampéo HEPES foi adotada para os ensaios posteriores.

Em todos os ensaios realizados até entdo observou-se um sinal de fundo
intenso referente ao complexo formado durante a eluicdo pela tira. O excesso de
reagentes acaba ficando na membrana e, ao interagirem, geram resposta

colorimétrica que ndo se restringe somente a linha de teste.
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Com o intuito de tentar minimizar o sinal de fundo gerado na reacgao
colorimétrica, um ensaio qualitativo para avaliacdo do bloqueio da membrana de

nitrocelulose utilizando dois diferentes agentes foi realizado, como mostra a Figura 40.

Bloqueio com BSA

0,25 % 0,50 % 1,0 % % miv

Blogueio com PEG

0,25 % 050% 1,0 % % VIV

Figura 40 — Bloqueio da membrana de nitrocelulose utilizando diferentes propor¢des de BSA e PEG.
Eluicdo com solugéo tampé&o de corrida HEPES, tetraciclina 5,6x10* mol L e FeCls 0,6 % (m/v).
Fonte: autor do trabalho.

A Figura 40 acima exibe os resultados de bloqueio apés a reacao colorimétrica
utilizando albumina do soro bovino (BSA) e polietileno glicol (PEG) como agentes de
blogueio. Para nenhum dos dois reagentes, independente da proporcéo avaliada, o
blogueio foi efetivo. Também foi possivel observar uma mancha intensa no local onde
o Fe®* foi adicionado, o que ndo ocorre com tanta intensidade na membrana sem
blogueio.

Além disso, o bloqueio da membrana causou dificuldade na deposi¢cdo do MIP.
Com os poros da membrana menos disponiveis as linhas de MIP depositadas ficaram
muito irregulares, fato ndo observado na deposicédo com a nitrocelulose sem bloqueio.

Deste modo, utilizando solu¢céo tamp&o HEPES como eluente, optou-se por
seguir os ensaios sem realizar o bloqueio da membrana. Para minimizar o sinal de
fundo gerado, foram avaliados parametros como concentracdo de FeCls e de

tetraciclina.

4.4.1.5 Otimizacdo dos parametros do ensaio

Apobs o estudo da reacao colorimétrica, os parametros que influenciam o sinal
obtido tanto qualitativa quanto quantitativamente como concentragdo dos reagentes,
composicao da solugao tampéao, MIP etc. foram avaliados.

Inicialmente avaliou-se a concentragdo de FeClsz para a resposta colorimétrica.

Em funcdo dos resultados obtidos anteriormente que mostraram sinal de fundo
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intenso, concentracdes menores de Fe®* foram avaliadas em relacédo a utilizada nos
ensaios preliminares (0,6% m/v). Para as concentracdes avaliadas de 0,1 e 0,25%
m/v néo foi apresentado sinal visual, apenas para 0,5% e 0,6% m/v.

Como néo foi possivel diminuir muito a concentragdo do FeCls, avaliou-se as

menores concentracdes com resposta visual sem gerar sinal de fundo intenso.
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Figura 41 — Avaliacdo do efeito da concentracdo e da quantidade de eluicdes de FeCls no sinal
colorimétrico da reacdo de complexacdo. Eluicdo de tetraciclina 0,22 mol L com solugio tamp&o
HEPES 0,1 mol L a pH 7,4. O volume de FeCls para cada elui¢do de 10,0 pL.

Fonte: autor do trabalho.

A Figura 41 exibe as concentracées de Fe** avaliadas e a quantidade de vezes
que se adicionou o reagente na membrana. E possivel observar que eluir duas vezes
a concentracao de 0,5 % (m/v) apresentou o mesmo sinal de que eluir uma vez a
concentragéo de 0,6% (m/v).; cujos sinais foram os mais intensos. Considerando o
modo de realizacdo do teste, que consistiu em adicionar a tetraciclina primeiro e o
FeCls depois, optou-se por realizar duas adi¢des da solugéo de 0,5% (m/v), de modo
a garantir que o Fe®* interaja com o maximo de tetraciclina que ainda possa estar
eluindo pelo sistema ao mesmo tempo que ja se ligue a tetraciclina retida no MIP.
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Uma vez que ja havia sido otimizada previamente a composi¢do de solucao
tampao corrida, foi avaliada a concentracéo ideal e a intensidade do sinal colorimétrico

gerado de acordo com o tipo de membrana, conforme exibe a Figura 42.
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Figura 42 — Avaliacao do efeito da concentracdo da solucdo tampao HEPES a pH 7,4 na intensidade
do sinal colorimétrico nas membranas 120 HP e 170 HP. Tetraciclina 5,6x10* mol L*! e suspens&o de
polimeros depositados 5,0 mg mL™.

Fonte: autor do trabalho.

Entre as membranas comerciais disponiveis, a nitrocelulose 120 HP possui
velocidade de ascensédo capilar intermediaria (90 — 150 s/4 cm), 0 que permite uma
boa relacéo entre intensidade de sinal e velocidade de eluicdo. A membrana 170 HP
possui ascensao capilar mais lenta (140- 200 s/4 cm), e consequentemente, maior
tempo de interacdo entre analito e fase de reconhecimento. Como observado, ela
permitiu maior tempo de contato entre tetraciclina e o NIP, aumentando assim as
interacdes inespecificas.

Comparando o comportamento do MIP e NIP nas duas membranas, para a
membrana 120 HP obteve-se resultados satisfatérios para a intensidade do sinal e
seletividade entre os polimeros. Para a concentracdo de 0,05 mol L de solucédo
tampé&o HEPES foi obtido o sinal mais intenso para o MIP e com melhor diferenciacéo
de sinal entre polimero impresso e néo-impresso. Nas concentracdes de 1,0 e 2,0

mol L1 os resultados de intensidade de sinal foram inferiores. Deste modo, 0s ensaios
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posteriores foram realizados utilizando solugédo tamp&o HEPES 0,05 mol Lt a pH 7,4
como eluente e na membrana de nitrocelulose 120 HP.

Como discutido, todas as provas de conceito anteriores utilizando a reacéao de
complexacao foram realizadas com o MIP de alta porosidade; uma vez que nos
estudos de otimizacdo da eficiéncia desse polimero ele apresentou melhores
resultados (como discutido no Capitulo 1). Com a intencdo de verificar se o perfil de
funcionamento para os diferentes polimeros sintetizados no fluxo lateral condiz com
0os obtidos por cromatografia, todos os materiais (tradicional, core-shell e alta
porosidade) e seus respectivos controles foram depositados na membrana de
nitrocelulose.

Em conjunto com os diferentes polimeros, avaliou-se a influéncia da diferenca
de porosidade da membrana de nitrocelulose no sinal colorimétrico obtido; conforme

exibido pela Figura 43 a seqguir.
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Figura 43 — Avaliacédo dos polimeros biomiméticos sintetizados: tradicional (MIP), core-shell contendo
nucleo de silica (MIP@Silica) e de alta porosidade (MIP P); e os respectivos controles (NIP). 120 HP
corresponde a membrana de fluxo mais rapido e 170 HP & membrana de fluxo mais lento. Condi¢des
de eluicio: tetraciclina 5,6x10“ mol L™ e FeCls 0,05% (m/v).
Fonte: autor do trabalho.

Pelas quantificagcdes exibidas na Figura 43 acima pode-se observar que o0s

polimeros apresentaram diferentes comportamentos de retencéo; tanto de acordo
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com o tipo de MIP desenvolvido quanto a membrana de nitrocelulose na qual o
material foi depositado.

O MIP tradicional apresentou a menor quantidade de tetraciclina retida em
comparacdo com os outros dois tipos de MIP; além do NIP ter apresentado maior
retencdo. Além disso, independentemente do tipo de membrana de nitrocelulose
utilizado, ndo houve variacao significativa na capacidade de retencao ou diferenciacéo
entre MIP e NIP.

O MIP do tipo core-shell (MIP@SIO2) foi 0 que apresentou maior retencéo pela
tetraciclina, sendo que a diferenca entre as membranas alterou a capacidade de
retencdo do material. Na membrana com fluxo mais lento (170HP) o polimero
impresso reteve mais tetraciclina, possivelmente pelo fato de que analito e polimero
tiveram maior tempo de contato. No entanto, para as duas membranas de
nitrocelulose avaliadas, o NIP@SIiO2 apresentou maior capacidade de retencao;
indicando que houve interacédo nao seletiva.

O MIP de alta porosidade apresentou os melhores resultados de retencédo, com
diferenciagdo entre o polimero impresso e o controle independente do fluxo do
solvente ser mais lento ou mais rapido. Em fluxo mais rapido (membrana 120 HP) o
MIP de alta porosidade apresentou a melhor capacidade de retencdo quando
comparado aos outros dois tipos de MIP e NIP com menor retencdo da tetraciclina.
Ademais, no fluxo mais lento houve melhor diferenciacdo entre MIP e NIP de alta
porosidade.

Deste modo, é possivel observar que o comportamento dos polimeros
(principalmente na membrana de fluxo rapido) foi muito semelhante aos resultados
dos ensaios e otimizacbes realizados anteriormente por cromatografia liquida.
Portanto, optou-se por seguir aplicando o MIP de alta porosidade nas tiras de fluxo
lateral.

Para verificar a quantidade ideal de MIP a ser depositada na membrana,
suspensfes de MIP de diferentes concentracdes foram preparadas e avaliadas na

reacao colorimétrica, conforme a Figura 44 a seguir.
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Conc. suspensao
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Figura 44 — Resposta colorimétrica para eluicdo de tetraciclina (5,6x10* mol L) nas tiras de fluxo
lateral contendo diferentes concentracdes (0,75 — 5,0 mg mL?) de MIP de alta porosidade depositado.

Eluente: solugdo tamp&o HEPES 0,05 mol L' a pH 7,4.
Fonte: autor do trabalho.

Como exibe a Figura 44, a partir de 2,5 mg mL* de suspenséo depositada que
se pode observar uma resposta colorimétrica de baixa intensidade. Para 5,0 mg mL*
de MIP o sinal foi mais intenso, formando uma linha visivel com boa intensidade.
Também foram avaliadas concentracées de 7,5 e 10,0 mg mL* e, embora obtido sinal
colorimétrico, a quantidade de polimero depositada foi muito elevada, formando uma
linha branca visivel apds a deposicdo. Portanto, como as concentracdes mais
elevadas se tornaram inviaveis, a deposicédo de 5,0 mg mL* foi adotada como ideal.

Deste modo, com a caracterizacéo e otimizagfes da linha de teste concluidas,

iniciou-se o desenvolvimento da linha de controle.

4.4.1.6 Construcao da linha de controle

A linha de controle nos testes de fluxo lateral tradicionais é construida para
verificar o funcionamento e efetividade da biomolécula conjugada a NP responsavel
pela resposta colorimétrica visual.

Como o teste proposto utilizando MIP possui estrutura diferente da tradicional,
a linha de controle foi baseada na verificacdo do cation Fe3*, o qual é responsavel
pela resposta visual ao interagir com a tetraciclina. Para tanto, foi utilizado como
controle o ferrocianeto de potassio.

O ferrocianeto possui seletividade pelo Fe3* e, ao interagirem, formam um
composto de coloragédo azul intensa, o hexacianoferrato (II) de ferro (lll), conhecido
também como azul da prussia. A reacéo da formac&o do composto de coordenacédo é
dada por: 4 Fe3* + 3 [Fe(CN)¢]*~ = Fey[Fe(CN)g]s.

Deste modo, foi avaliada inicialmente a deposi¢céo do ferrocianeto e depois a

resposta da linha de controle, como exibe a Figura 45.
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(a) Otimizacdo da deposicdo (b) Construgao da linha de controle
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Figura 45 — (a) Avaliacdo do modo de deposicao do ferrocianeto livre e na forma de complexo com o
Fe®*, tanto na presenca quanto na auséncia de BSA. (b) Construcio da linha de controle pela deposicdo
do complexo azul da prissia+BSA, seguida pela limpeza para remover 0 excesso de reagentes e a
eluicdo de Fe®* que exibe o retorno da coloracdo azul da linha de controle.

Fonte: autor do trabalho.

Inicialmente foi avaliada a deposicédo direta do ferrocianeto na membrana de
nitrocelulose, alternando entre diferentes concentracées (0,1; 1 e 10 mg mL?) e
volumes (1, 2 e 4 yL) depositados. Nenhuma tentativa funcionou, uma vez que ao eluir
o Fe3" a membrana se manchou de azul e nenhuma linha foi formada. Uma nova
tentativa foi avaliada pela mistura entre ferrocianeto e BSA.

Pela Figura 45a € possivel observar que a interacdo esperada entre
ferrocianeto e BSA para formar uma linha ndo ocorreu, sendo observada a mancha
azul na tira. Uma alternativa encontrada foi preparar o complexo azul da prassia
primeiro, deposité-lo diretamente formando uma linha, limpar a tira e depois eluir o
Fe3*. Como pode ser observado, formou-se uma linha azul de boa intensidade.

Deste modo, a construcao da linha foi realizada conforme as imagens da Figura
45b. No momento da deposicédo observa-se a linha azul referente ao complexo. Apos
30 min de secagem, a tira é lavada com solucdo tampao e a linha azul desaparece.
Por fim, no momento da corrida do teste, quando o Fe®* é eluido, a coloragdo azul
aparece, indicando que ha ferrocianeto depositado e livre para interagir com o Fe3*.

Por fim, verificou-se se a presenca do analito no teste positivo influenciaria o

sinal da linha de controle, conforme exibe a Figura 46.
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Negativo Positivo

Figura 46 — Avaliacao do sistema de fluxo lateral contendo as linhas de teste (MIP de alta porosidade)
e controle (ferrocianeto de potassio). Eluente: solugdo tamp&o HEPES 0,05 mol L' a pH 7,4 , FeCls
0,05 % (m/v) e no teste positivo adi¢do de tetraciclina 20,0 mg L.

Fonte: autor do trabalho.

Como apresentado na Figura 46, a intensidade do sinal da linha de controle
diminuiu ligeiramente no teste positivo em compara¢cdo com o0 negativo. Esse
fendbmeno era esperado uma vez que, como em todo teste, a presenca do analito
consome parte do reagente colorimétrico disponivel para reacdo. No entanto, a
mudanca da intensidade de sinal ndo gera problemas, uma vez que a linha controle

serve apenas para validacéo e nao é quantificada.

4.4.1.7 Obtencao da curva analitica

O sistema de fluxo lateral permitiu tanto a avaliacdo qualitativa quanto
guantitativa da tetraciclina.

O valor de corte (cutoff), definido como a concentracao limiar a partir da qual a
linha de teste apresentou coloragdo observada a olho nu, foi definida como o LOD
visual. O valor de cutoff experimental obtido foi de 34 umol L de tetraciclina para as
tiras contendo MIP depositado.

A resposta visual e a curva analitica obtida para o sistema de fluxo lateral
contendo MIP na linha de teste sdo exibidas pela Figura 47.
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Figura 47 — (a) Resposta visual das membranas de fluxo lateral contendo MIP apéds eluicdo de
diferentes concentragfes de tetraciclina. (b) Curva analitica com regido linear de 20 — 80 mg L para o
sistema de fluxo lateral otimizado contendo MIP depositado. Medidas realizadas em triplicata.

Fonte: autor do trabalho.

A Figura 47a exibe a resposta visual das membranas de fluxo lateral para o
intervalo de concentracdo de tetraciclina avaliado. A intensidade da resposta vai
aumentando com o aumento da concentracdo do analito. A partir da quantificacédo
dessas linhas obteve-se a curva analitica para o sistema, a qual € exibida pela Figura
47b.

Para construcdo da curva analitica foi avaliado o intervalo de concentracdes de
tetraciclina de 2 a 80 mg L; com intervalo linear determinado de 20 a 80 mg L' e
coeficiente de correlacdo igual a 0,993. Os valores de LOD e LOQ obtidos,
respectivamente, foram 17 uymol L e 45 ymo L.

Para comparagdo da resposta entre MIP e NIP também foi construida uma

curva analitica para o NIP, conforme exibe a Figura 48.
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Figura 48 — Regifo linear da curva analitica (30 — 60 mg L) para o sistema de fluxo lateral otimizado
contendo NIP depositado. Medidas realizadas em triplicata.
Fonte: autor do trabalho.

Para o sistema controle de NIP, obteve-se uma curva analitica com intervalo
linear determinado de 30 a 60 mg L. A equacdo da reta obtida foi A = -0,0256 +
0,0013C e coeficiente de correlacéo igual a 0,993. Os valores de LOD e LOQ obtidos,
respectivamente, foram 24 ymol Lt e 68 pymo L.

Comparando as curvas para o MIP e NIP é possivel avaliar que, embora a
sensibilidade do sinal da curva para o NIP seja superior, 0s pontos avaliados na curva
apresentam valores de desvio elevados, indicando que a adsorcéo da tetraciclina no
polimero controle apresenta variacao significativa e ndo € homogénea. Ja o sistema
contendo MIP apresentou faixa linear de trabalho mais ampla e com valores de LOD
e LOQ menores e, portanto, as tiras de fluxo lateral contendo MIP s&o mais sensiveis

para determinacédo de tetraciclina.

4.4.1.8 Avaliacdo da seletividade e interferéncia

Os ensaios de seletividade e interferéncia (ensaio competitivo) foram realizados
frente aos mesmos compostos avaliados na otimizacdo do MIP disperso em solucéo:

tetraciclina, minociclina, doxiciclina, norfloxacina, penicilina G, diclofenaco e biotina.



129

Uma vez que a resposta visual da reagdo colorimétrica € especifica para o
analito, a quantificacdo do ensaio de seletividade foi possivel somente para a

tetraciclina e seus analogos, conforme exibe a Figura 49.

0,020

0,018
0,016 +

0,014 -

A

20,012 1
0,010

0,008 ~

Absorbancia

0,006
0,004

0,002

0,000 -

Tetraciclina Minociclina Doxiciclina

Figura 49 — Ensaio de seletividade para o sistema de fluxo lateral contendo MIP e NIP de alta

porosidade depositados. Condicdes de eluigdo: tetraciclina, minociclina e doxiciclina na concentracao

de 50,0 mg L*; FeCls 0,5% (m/v) e solucéo tamp&o HEPES 0,05 mol L a pH 7,4. Medidas em triplicata.
Fonte: autor do trabalho.

Para os compostos norfloxaxina, penicilina G, diclofenaco e biotina nenhuma
tira (MIP/NIP) apresentou sinal visual. Para os analogos estruturais, o ensaio de
seletividade exibe que a minociclina ndo se ligou ao MIP e a doxiciclina foi retida, mas
em quantidade aproximadamente trés vezes menor que a tetraciclina. Além disso, a
ligacdo da doxiciclina foi inespecifica, uma vez que o NIP apresenta maior retengéo
do que o NIP e, indicando assim, que a interagdo ocorre nos grupos funcionais livres
e ndo na cavidade seletiva. O perfil obtido para a quantificagdo de ambos os anédlogos
estruturais foi muito semelhante ao observado na avaliacdo de seletividade do MIP
disperso em solucao (Capitulo 1).

A visualizagao qualitativa dos MIPs mostrou um sinal fraco para doxiciclina e
ausente para a minociclina e os outros compostos. O NIP do teste para doxiciclina
apresentou sinal intenso, enquanto para a tetraciclina o sinal qualitativo foi pouco

intenso.
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O ensaio competitivo permitiu verificar se a presenga de outros compostos
interferiram no sinal colorimétrico gerado pela tetraciclina. Para esse ensaio, foi eluida
em cada tira uma mistura de TET mais uma molécula interferente, sendo quantificado
apenas o sinal da TET, conforme a Figura 50.
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Figura 50 — Ensaio de interferéncia no fluxo lateral contendo MIP e NIP de alta porosidade depositados.
Todas as quantificacdes para os interferentes correspondem ao sinal gerado pela tetraciclina na
mistura. Todos os analitos na concentragdo de 50,0 mg L; FeCls 0,05% (m/v) e solucdo tampé&o
HEPES 0,05 mol L't a pH 7,4 como eluente. Medidas em triplicata.

Fonte: autor do trabalho.

Na imagem exibida pela Figura 50, no ensaio competitivo, a absorbancia
corresponde a da TET, sendo exibido o nome do interferente que foi eluido em
concomitante com o analito. Como controle, foi eluida uma solucédo contendo somente
TET (denominada de solucdo padrao).

Como pode ser observado no ensaio competitivo, as misturas contendo
diferentes moléculas n&o interferiram no sinal colorimétrico obtido de modo
significativo. Comparando com a solucdo padréo de tetraciclina, na mistura com
minociclina ocorreu ligeiro aumento no sinal e nas outras misturas uma discreta
gueda. As variacBes no sinal ocorrem pela possivel ocupacdo nao especifica das
moléculas na cavidade do MIP e, assim, por efeito competitivo, a quantidade de
tetraciclina ligada é menor.
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Em todos os casos foi possivel quantificar a tetraciclina e, além disso, o MIP
continuou apresentando maior seletividade que o NIP; exceto na mistura contendo
diclofenaco. No caso dos NIPs as ligacdes inespecificas acabam variando muito, o
gue é confirmado pelos valores de desvio relativamente altos nas medidas do
polimero ndo-impresso.

Deste modo, com todas as otimizacfes realizadas e o bom desempenho
apresentado pelo sistema de fluxo lateral, foram realizados testes em matrizes

complexas.

4.4.1.9 Aplicacdo em amostras

A aplicacgao final das tiras de fluxo lateral foi na identificagéo de tetraciclina em
diferentes tipos de amostra: agua de rio, dgua mineral, urina sintética e leite
semidesnatado.

Previamente a analise, cada amostra foi submetida a avaliacdo por CLAE e,
em nenhuma delas, foi detectada tetraciclina naturalmente.

As amostras foram fortificadas com tetraciclina (50,0 mg L) e com o intuito de
comparar a eficiéncia da capacidade de ligacdo e extracdo da tetraciclina das
amostras pelo MIP, foi preparada uma solucdo padrdo de tetraciclina na mesma
concentracéo da fortificacdo das amostras.

As medidas foram realizadas em triplicata e para comparacao os polimeros nao
impressos também foram avaliados nas diferentes amostras. Uma vez que os MIPs
possuem uma capacidade de carga maxima de analito, a partir do valor real de
extracdo foram obtidos os valores normalizados para cada amostra. A Tabela 13

resume 0s principais resultados de recuperacéo.
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Tabela 13 - Valores de recuperacéo relativa (n=3) da tetraciclina em diferentes tipos de amostra
aplicadas nas tiras de fluxo lateral.

Recuperacgéo

Amostra Polimero relativa* (%6) RSD (%)
. . MIP ND. -
Leite semidesnatado NIP ND. i
Urina sintética MIP 3l L3
NIP 65+ 3 4,6
Agua mineral MIP™ LU ea 1,0
NIP 84 +£10 12,0
Agua de rio MIP** 92+1 1,1
NIP 41 +5 12,2

* Os valores reais de extrac@o na solucdo padréo de tetraciclina para o MIP e NIP foram de 86,2% e
78,8%, respectivamente.
** Medidas realizadas em duplicata.
ND: ndo detectado.
Fonte: autor do trabalho.

Para todas as amostras, o leite foi a Unica que ndo pode ter a eficiéncia de
recuperacdo avaliada, uma vez que ndo foi obtido sinal colorimétrico. O &cido
tricloroacético utilizado no preparo da amostra, por estar em excesso, impediu a
reacdo de complexacdo, uma vez que o pH é um dos fatores importantes que interfere
na formacdo do complexo (conforme discutido previamente na avaliacdo da reacéo
de complexacédo entre TET e Fe®*, no item 4.4.1.2).

No caso das outras amostras avaliadas, todas elas apresentaram bons
intervalos de recuperacao, na faixa de 73 — 104%. Na amostra de urina o MIP
apresentou a menor porcentagem de recuperacao; possivelmente pela complexidade
da amostra (composta por proteinas, sais, etc.) pode ter ocorrido interagdo do analito
com algum composto da matriz ou até mesmo o excesso de componentes da amostra
ter dificultado a interacdo entre MIP e analito. Para as amostras de agua néo houve
problemas, uma vez que a porcentagem de recuperacao foi superior a 90%.

Em todas as amostras o MIP apresentou valores de recuperacao da tetraciclina
superiores ao NIP, indicando que sua capacidade seletiva foi eficiente quando
aplicado em matrizes complexas. As medidas para o MIP também apresentaram boa

precisdo, com desvios relativos menores que 5%.
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4.4.2 Sistema contendo aptdmero como fase de reconhecimento seletivo

Os testes de fluxo lateral contendo materiais biologicos podem ser estruturados
de duas formas diferentes: competitivo ou nao-competitivo; de acordo com o tipo ou
tamanho do analito. A resposta colorimétrica para cada teste € diferente em funcéo

de sua montagem, conforme exibido pela Figura 51 a seguir.

Sanduiche Competitivo

Analito presente Analito ausente Analito presente Analito ausente

D D

09 o
: : ?

&

¢

Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle
Analito presente v v Analito presente X v
Analito ausente X v Analito ausente v v

G AuNP ;77 APT 1¢ APT 22 c-APT éé \/r\ proteina molécula

pequena

Figura 51 — Representacdo esquematica dos formatos de teste tipo sanduiche (ndo-competitivo) e
competitivo nos testes de fluxo lateral contendo aptdmeros como fase de reconhecimento, além das
tabelas de correlagdo do sinal colorimétrico (X: sem resposta colorimétrica, v': resposta colorimétrica)
em fungdo da presenca ou auséncia do analito na amostra. Au NP: nanoparticula de ouro;
APT 1° aptamero de ligacdo primério; APT 2°: aptdmero de ligacdo secundario; c-APT: aptamero
complementar.

Fonte: autor do trabalho.

No ensaio sanduiche (ndo-competitivo) as fases de reconhecimento sao
depositadas diretamente na membrana, compondo as linhas de teste e controle. Esse
ensaio é utilizado para moléculas de alta massa molecular e que possuem mais de
um sitio de ligacéo disponivel, sendo o sinal colorimétrico proporcional a concentracao
do analito presente. Esse ensaio foi amplamente discutido conforme exibem as Figura
5 e Figura 6.

No ensaio competitivo apenas a fase de reconhecimento controle (especifica
ao bioconjugado) é depositada compondo a linha de controle. Esse ensaio € utilizado

para moléculas de baixa massa molecular ou que possuem apenas um sitio de ligacéo
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disponivel. Deste modo, o préprio analito é depositado para formar a linha de teste e
o sinal colorimétrico € inversamente proporcional a concentracdo do analito; uma vez
gue se o analito esta presente na amostra, o conjugado Au-APT NP se liga ao analito
disponivel em solugdo e ndo ao que esta imobilizado na linha de teste.

Portanto, no ensaio sanduiche o sinal colorimétrico aumenta de intensidade
conforme a presenca e aumento de concentracdo do analito. No ensaio competitivo,
o sinal colorimétrico diminui de intensidade conforme a presenca e aumento da
concentracéo do analito.

Como a tetraciclina € uma molécula pequena, o formato escolhido foi do tipo
competitivo e consistiu em etapas distintas: imobilizacdo da tetraciclina como
componente da linha de teste, imobilizacdo do aptamero complementar (c-APT) como
linha de controle, sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro (Au NP) e
conjugacao das NPs com o APT de ligacao a tetraciclina.

4.4.2.1 Sintese e caracterizacao das Au NPs

As nanoparticulas de ouro foram obtidas conforme descrito no procedimento
experimental segundo procedimento desenvolvido por Turkevich et al. (118) utilizando
citrato como agente redutor. Tal método é amplamente utilizado até os dias atuais
devido sua simplicidade, capacidade de variar o tamanho das particulas e alta
homogeneidade do produto. (123)

Como as propriedades 6pticas das Au NP mudam de acordo com seu tamanho
e formato, foi obtido seu espectro de absorcao na regido do UV-Vis (exibido na Figura
52) e os dados obtidos comparados com a literatura. Haiss et al. (124) sintetizaram
nanoparticulas de diferentes tamanhos e, por meio de calculos, relacionaram suas

propriedades de absor¢cdo com o tamanho.
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Figura 52 — Espectro de absor¢éo no UV-Vis para as Au NP ressuspensas em agua.
Fonte: autor do trabalho.

ore ~ A , ~ . ;.
Utilizando a relacdo proposta =22 | na qual Aspr € a absorbancia maxima da

Asso
banda plasmonica da Au NP sintetizada e A4so a absorbéancia em 450 nm, obteve-se

. A . . s ~
que: experimentalmente % = 1,84 e na literatura o valor mais préximo dessa relacao

450

¢ =£% = 1,86, 0 qual corresponde a nanoparticulas com diametro de 30 nm.

Agso
Também foi possivel calcular a concentracdo das NP em solucdo; sendo:

c= Agso _ 0,19718
€450 1,96x 10°

= 0,102 nmol L71.

As Au NP foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura (Figura
53a) e de transmisséo (Figura 53b). E possivel observar em ambas as imagens de
microscopia que as nanoparticulas apresentam um formato esférico homogéneo e boa

disperséo.
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Figura 53 — Imagens de (a) MEV-FEG e (b) MET para as Au-NP sintetizadas.
Fonte: autor do trabalho.

Pelo MEV e pelo MET foi possivel calcular o tamanho médio das particulas,
obtendo valor de 29,0 + 2,8 nm, o qual condiz com os calculos realizados
anteriormente. O tamanho das particulas sintetizadas é préximo das que séo obtidas
comercialmente, sendo que para as nanoparticulas de ouro recobertas com
estreptavidina (Au Estrept NP) o tamanho € de 40 nm. Em sistemas de fluxo lateral,
as NP com até 200 nm conseguem fluir sem problemas pela membrana de
nitrocelulose.

Para avaliar a eluicdo das Au NP sintetizadas elas foram depositadas na tira
conjugada e, no entanto, ndo eluiram. O Au sem modificacdes na sua superficie tende
a ficar retido em superficies como celulose ou fibra de vidro. Utilizando um bloqueio
composto por BSA 1% (m/v), sacarose 10% (m/v) e acido bérico 10 mmol L, as tiras
conjugadas foram imersas com a solucdo de bloqueio, secas em temperatura
ambiente por 3 h e, por fim, as nanoparticulas de Au foram adicionadas, com a tira
conjugada pronta posta sob secagem em temperatura ambiente por mais 2 h.

Para os ensaios iniciais, optou-se por montar uma linha de controle temporaria
gue em sua composicao contivesse grupos tibis livres, a fim de verificar a eluicdo do
ouro pela nitrocelulose e as posteriores modificacdes em sua superficie — grupos tiois
possuem alta afinidade pelo ouro.

A linha de controle foi formada por diferentes quantidades de (3-mercaptopropil)

trimetoxisilano, como exibido na Figura 54.
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Figura 54 — Aplicacdo de diferentes proporcdes de mercaptosilano como linha de controle para o
sistema de marcagao utilizando Au NP, em (a) deposi¢8es mais diluidas e (b) deposi¢Ges concentradas.
Fonte: autor do trabalho.

Foi observada o surgimento de coloracao, indicando que as Au NPs estavam
sendo reconhecidas e retidas pelo mercaptosilano. No entanto, devido a auséncia de
homogeneidade e intensidade da cor, as quantidades de Au NP e silano foram
modificadas, conforme mostra a Figura 54b. Os melhores resultados foram obtidos
para a diluicdo em 3/4 das NP; sendo observadas coloracdo para as duas diluices
de silano que foram estudadas.

No entanto, é possivel observar que a coloracdo das NPs, ao serem eluidas,
mudou de vermelho-vinho para roxo escuro. Esse fendbmeno de mudanca de cor
ocorre pela agregacdo das nanoparticulas, sendo que diferentes fatores do meio
(como forga idnica, por exemplo) influenciam nesse efeito. (125,126)

Para verificar se a aglomeracgéo das NP ocorreu em funcao do seu tamanho ou
das condicfes de eluicdo, nanoparticulas de ouro foram sintetizadas em diferentes
tamanhos e as condi¢cdes de eluicdo e da linha de controle foram variadas, conforme
mostram respectivamente a Figura 55 e Figura 56 a seguir.
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Figura 55 — Espectros de absorgdo na regido do visivel para as trés sinteses de Au NP em diferentes
tamanhos.
Fonte: autor do trabalho.

Conforme os espectros de absor¢ao exibidos na Figura 55, a banda maxima de
absorcéo (Aspr) se deslocou e variou em intensidade, o que é caracteristico pela
mudanca de tamanho das NP. Utlizando os mesmos calculos apresentados

anteriormente, foi determinado o tamanho e concentragdo das particulas obtidas.

Tabela 14 — Tamanho e concentracéo das trés sinteses realizadas para obtencdo das Au NPs.

. . Concentracéao
Sintese Aspr (nm) Diametro (nm)
(nmol L)
1 526,9 38 0,12
2 525,0 32 0,25
3 519,0 15 2,6

Fonte: autor do trabalho.

As nanoparticulas com diametro de 15 e 38 nm foram escolhidas para os
ensaios posteriores, uma vez que as NP de 32 nm apresentam tamanho préximo a

primeira sintese realizada.
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Além de ser avaliado a eluicdo das NP com diferentes tamanhos, outro
composto além do mercaptosilano foi avaliado como candidato a linha de controle,
sendo este o &cido tioglicélico. Também foi avaliado o efeito de diferentes solu¢des

tampéo de corrida na eluicdo das NP, conforme exibe a Figura 56.

Solugao tampao

Linha de controle  Au NP

Fosfato Citrato TRIS HEPES PIPES
38 nm
Mercaptosilano
i b
15 nm { Q
_ - -
38 nm

Ac. tioglicdlico

15 nm { : z i 1 : i

Figura 56 — Avaliag@o da eluicdo de Au NP em dois tamanhos diferentes em tiras de fluxo lateral
contendo ou mercaptosilano (20% v/v) ou acido tioglicélico (40% v/v) imobilizados. Todas as solucdes
tampao corrida avaliadas como eluentes foram compostas por 0,1 mol L™ do respectivo sal, apH 7,4 e
contendo 0,05% (v/v) de Tween 20.

Fonte: autor do trabalho.

E possivel observar que as NP de 15 nm apresentaram sinal mais definido para
ambos os componentes depositados como controle. As concentracfes dos controles
foram otimizadas em ensaio separado: para o mercaptosilano no intervalo de 10 —
50% (v/v) e intervalo de 1 — 50 % (v/v) para o &cido tioglicélico.

Para o acido tioglicélico observa-se que as NP se tornaram escuras, ou seja,
se aglomeram quando em contato com 0 composto, o que ndo é desejado. No caso
do mercaptosilano as NP de 15 nm aglomeraram ligeiramente, mas ainda mantiveram
sua coloracgao roxa e formaram as linhas mais definidas.

O efeito da solugcdo tampao também se torna evidente; em Varios casos sédo
vistas machas que indicam que as NP nédo foram totalmente eluidas, possivelmente

pelo tamp&o néo ter forca de arraste o suficiente.



140

Em funcéo dos perfis obtidos, optou-se por trabalhar com as NP de 15 nm e
mercaptosilano como controle temporario para avaliar as modificacdes nas NP, sendo

a solucéo tampao fosfato o eluente.

4.4.2.2 Imobilizacdo do APT de ligacdo nas Au NPs (Au-APT NP)

A modificacéo inicial nas Au NPs foi com a imobilizacdo do APT de ligacao para
tetraciclina por adsorcao. Para verificar se a adsorcao foi efetiva e se ocorreu ligagéo
gerando sinal colorimétrico, foi estruturada uma linha de teste temporaria para prova
de conceito.

Geralmente nos ensaios competitivos, as moléculas pequenas séo acopladas
a BSA ou outras proteinas para serem depositadas na membrana como linha de teste.
No entanto, esse processo demanda etapa de sintese e purificagdo. Deste modo, por
questdo de simplicidade experimental, optou-se por depositar diretamente a
tetraciclina na membrana de nitrocelulose.

Para tanto, inicialmente tetraciclina e cloridrato de tetraciclina foram
solubilizadas em diferentes solventes (agua, solucao tampéao TRIS e solugcao tampao
HEPES) e depositadas diretamente sob a membrana de nitrocelulose, com secagem
em temperatura ambiente. A verificacdo da deposicdo foi observada utilizando a
formacdo do complexo amarelo pela reagdo entre tetraciclina (TET) e o cation Fe®*,

conforme exibido na Figura 57 a seguir.

Analito . Tetraciclina
Tetraciclina ,
Solvente hidroclorada

Agua
TRIS

HEPES

Figura 57 — Construcdo da linha de teste (1 deposicdo de 1,0 pL) contendo tetraciclina ou tetraciclina
hidroclorada (60 mg mL™) preparada em diferentes solventes (dgua ultrapura e solugdo tamp&o TRIS
e HEPES; ambas 0,01 mol L a pH 7,4). Sinal colorimétrico obtido pela eluicdo de 10,0 uL de FeCls
0,05 % (Mm/v).

Fonte: autor do trabalho.
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Como observado na Figura 57 acima, o cloridrato de tetraciclina (TET-HCI)
apresentou a linha mais definida e uma deposicdo mais homogénea do que a TET
molecular; tanto para solubilizacdo em TRIS quanto em agua ultrapura. Em solucéo
tampdo HEPES nenhuma das duas deposi¢cOes foi adequada. Ao preparar as
tetraciclinas nas solugdes tampao, houve dificuldade de solubilizagdo dos analitos e
também ocorreu uma rapida precipitacdo deles no meio. Deste modo, optou-se por
preparar a TET-HCI em agua ultrapura.

Embora também seja observado que uma parte da tetraciclina elui, uma vez
gue ocorrem manchas na parte final apds a reacdo colorimétrica, para o teste proposto
a linha que é formada ja apresentou definicao suficiente.

Desse modo, as Au-APT NP foram eluidas nas tiras de fluxo lateral contendo o
mercaptosilano como controle e TET na linha de teste, conforme as imagens das tiras
exibidas na Figura 58.

(b)

(c)

Figura 58 — Verificacdo do funcionamento das linhas de (a) controle: mercaptosilano (20% v/v),
(b) teste: tetraciclina 15 mg mL™* e (c) linhas teste e controle em simultaneo.
Fonte: autor do trabalho

Diferente do previsto, nenhum sinal colorimétrico foi obtido. Como
anteriormente tanto a linha de controle quanto teste apresentaram sinal,
possivelmente a estrutura do teste com a insercdo dos APT nao foi adequada. Pode
ter ocorrido desprendimento do aptamero da NP, ou entdo o DNA néo se ligou a TET,
ou mesmo a TET eluiu completamente da membrana.

Um experimento similar foi conduzido de modo que a sequéncia de aptamero
biotinilado (b-APT) interagiu com nanoparticulas de ouro recobertas com

estreptavidina (Au-STA NP); conforme exibe a Figura 59.
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(a)

(b)

(©) -,

Figura 59 — Eluicdo de Au-APT-STA NP sendo a (a) teste: tetraciclina 15 mg mL™ e (b) controle: biotina-
HRP 2,5 mg mL™. (c) Eluicdo de Au-STA NP em linha de controle biotina-HRP 2,5 mg mL™.

No caso da imobilizagdo utilizando o b-APT também n&o foi observada
coloracdo na linha de teste (Figura 59a). Possivelmente toda tetraciclina eluiu da tira
durante a passagem da solucdo tampao corrida, indicando que a linha de teste
temporaria composta por tetraciclina nao foi efetiva.

Ja a imobilizacdo do b-APT nas Au-STA NPs foi efetiva, como exibido pela
Figura 59b e Figura 59c¢, uma vez que a nanoparticula modificada ndo apresenta sinal
e apenas as Au-STA NP apresentam um sinal intenso de liga¢&o a biotina-HRP. Nesse
caso a imobilizacdo € garantida pela alta afinidade de ligacdo entre biotina e
estreptavidina.

Assim, de modo a reestruturar o teste, a verificagao inicial foi da efetividade de
ligacdo do APT a TET.

4.4.2 .3 Verificacdo da capacidade de ligacdo dos APT pela tetraciclina

Para esse ensaio, a capacidade de reconhecimento seletivo do APT pela TET
foi medida indiretamente utilizando o corante laranja de tiazol (LT). Esse corante é
extensivamente utilizado para deteccao de diferentes estruturas de DNA e RNA, visto
gue o LT se intercala entre os pares de bases ou associando-se com o0 esqueleto
fosfato negativamente carregado. Na presenca do analito, o APT muda sua
conformacao adquirindo a estrutura secundaria mais estavel para ligacao do analito e
assim, liberando o LT. (127)

Quando o LT se liga ao DNA, ele apresenta alta emissao de fluorescéncia. No
experimento realizado, contudo, foi suficiente medir a absorbancia do LT apos ser
liberado em solucéo. A Figura 60 a seguir exibe os espectros de absorgéo obtidos.
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Figura 60 — Verificacdo da atividade seletiva dos aptameros (APT) quando colocados em contato com
tetraciclina (TET), com monitoramento indireto por meio da banda de absor¢éo na regido do UV-Vis em
500 nm do corante laranja de tiazol (LT). Nas misturas foram variadas as concentracfes de TET (1,30
e 90 ug mL™Y); mantendo-se constante as concentracdes de LT e APT em 4,0 umol L™ e 0,10 umol L2,
respectivamente.

Fonte: autor do trabalho.

Como exibido acima, foi escolhido o monitoramento da banda do LT (500 nm)
e ndo do APT ou TET uma vez que ndo houve sobreposicdo de bandas e boa
intensidade no sinal nessa regido. E possivel observar a diferenca de comportamento
do sistema: na mistura equimolar de APT e LT, o sinal do LT diminui em
aproximadamente 80% comparado com o LT puro na mesma concentracdo da
mistura.

Conforme adicionou-se TET no meio o sinal do LT foi aumentando, indicando
gue houve maior quantidade dele livre em solucéo; sendo que esse sinal aumentou
conforme a concentracdo de TET foi crescente. Isso ocorreu porque, quando o APT
se liga ao analito, ele muda sua estrutura secundéria para adquirir sua conformagéao
ideal; liberando assim o corante da sua estrutura.

O mesmo ensaio foi realizado para o APT biotinilado (b-APT) e o resultado foi
idéntico. Portanto, é possivel concluir que os APT estavam viaveis e com capacidade

de reconhecimento para a tetraciclina.
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4.4.2.4 Imobilizacdo do APT marcado com tiol (SH-APT) nas Au NP

Com o intuito de garantir uma melhor imobilizacdo dos aptameros na superficie
das nanoparticulas, foi utilizada uma sequéncia de DNA marcada com grupo tiol na
sua terminacdo 5 e, como a ligacdo entre tiol e ouro possui alta afinidade, a
estabilidade da imobilizacdo do DNA é maior.

Apoés a reacdo de imobilizacdo, as NPs foram centrifugadas e ressuspensas
em solugdo tampédo TRIS 50 mmol L* a pH 7,4. Néo foi observada mudanca de
coloracdo nas NPs, indicando que n&o ocorreu nenhuma reagcédo que alterou a sua
disperséao.

Ao realizar a caracterizacdo das NPs por absor¢ao na regidao do UV-Vis (Figura
61), nenhuma mudanca na banda de absorc¢éo foi observada ao comparar as Au NPs
originais e as modificadas com APT em sua superficie, tanto por adsor¢cao quanto por

interagdo com o grupo tiol.
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Figura 61 — Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis para as hanoparticulas sem modificacdo (Au
NP), modificadas com APT por adsorcao (Au-APT NP) e modificadas com APT por interagdo quimica
(Au-SH-APT NP).

Fonte: autor do trabalho.

Era esperado observar nos espectros de absor¢cdo um deslocamento no

comprimento de onda da banda do ouro modificado com APT. Por questbes de
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sensibilidade da técnica e em fungdo das concentracdes utilizadas, a
espectrofotometria ndo apresentou nenhuma mudanca indicativa da imobilizacdo do
APT nas Au NPs. Desse modo, optou-se por realizar a caracterizacdo por meio de

medida eletroquimica, conforme exibe a Figura 62 a seguir.

20
| —acE
—— APT
154 — aunp
{1 —— AU-APT NP
10 -
5 -
~~~
<
— 0
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Figura 62 — Voltamogramas ciclicos obtidos para nanoparticulas de ouro (Au NP) e nanoparticulas
modificadas com APT por interacdo com grupo tiol (Au-SH-APT NP) depositadas em eletrodo de
carbono vitreo (GCE). Eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia: Ag|AgCI|KClsay; medidas
realizadas em solucéo de KCI 0,1 mol L contendo Fe(CN)e*>* 1x10° mol L'; v: 100 mV s

Fonte: autor do trabalho.

Como observado nos voltamogramas ciclicos, ao depositar as Au NP na
superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE), ocorreu um aumento da corrente de
pico anddica (ipa) quando comparado com o GCE livre; uma vez que as nanoparticulas
aumentam a condutividade e area superficial do eletrodo. Para as nanoparticulas Au-
SH-APT NP a intensidade da corrente diminui, uma vez que a area superficial
disponivel das NP para transferéncia eletronica € menor em funcéo da modificacao;
indicando assim que a imobilizacdo do aptamero foi realizada com sucesso

Ao eluir as nanoparticulas pelas tiras de fluxo lateral, foi observada a
efetividade da modificacdo com os APT e o efeito na resposta colorimétrica, como

exibe a Figura 63.
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Au NP

Au-APT NP

Au-SH-APT NP

Figura 63 — Eluicdo das nanoparticulas sem modificacdo (Au NP), modificadas com APT por adsorcéo
(Au-APT NP) e modificadas com APT por interacdo quimica (Au-SH-APT NP). Na membrana de
nitrocelulose linha de controle mercaptosilano 20% (v/v) e solugéo tampéo fosfato 0,05 mol L™t a pH 7,4
contendo 0,05% de Tween como eluente.

Fonte: autor do trabalho.

Na eluicdo das Au NP é possivel notar um sinal intenso e de coloracéo roxa,
indicando que as NP estdo agregando ao se ligarem ao mercaptosilano na linha de
controle. No caso da imobilizacdo por adsorcdo, € possivel notar que nédo ocorre
agregacao e a intensidade do sinal diminui, uma vez que o DNA na superficie diminui
a area disponivel para interagdo com o mercaptosilano. A imobilizacdo por interacédo
entre Au NP e ATP tiolado se mostrou efetiva, uma vez que h& supressao total do
sinal colorimétrico.

Como os resultados obtidos até entdo para as Au-APT NP pelo método de
adsorcao foram inferiores, adotou-se a eluicdo das Au-SH-APT para as eluicdes
futuras e avaliacao das linhas de teste e controle, sendo as Au NP utilizadas como

comparagao.

4.4.2.5 Construcao da linha de teste

Conforme resultados exibidos anteriormente, a deposicao direta da tetraciclina
na nitrocelulose como linha de teste se torna inviavel. Geralmente os haptenos séo
acoplados a proteinas e, por impossibilidade experimental, uma rota alternativa
adotada foi acoplar a tetraciclina na superficie de materiais funcionalizados como as
nanoparticulas de SiO2

As nanoparticulas de SiO2 ndo possuem coloracdo e s&o facilmente

modificaveis com a insercdo de grupos funcionais em sua superficie. Com base nos
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métodos reportados na literatura e descritos previamente (item 4.3.4.5), avaliou-se a
imobilizacdo utilizando os grupos OH das nanoparticulas com os grupos OH
disponiveis na estrutura da tetraciclina e outra utilizando nanoparticulas de silica
funcionalizadas com grupo NH2 (NH2-SiO2 NP) e os grupos OH do analito.

Para verificar a eficiéncia das modificacdes, foi feita uma triagem depositando
suspensdes das NP na tira de fluxo lateral e eluindo FeCls; sendo a presenca da TET
detectada pela reacdo de complexacdo com o Fe3'. De todos os materiais
sintetizados, as modificacdes do método 1 e 2 que envolviam os grupos hidroxila
(tanto da NP quanto da TET) nao funcionaram.

Apenas as modificacdes envolvendo a funcionalizacdo das NP com grupo NH2
apresentaram resposta. Esses materiais foram caracterizados por espectroscopia de

infravermelho, cujos espectros sao exibidos na Figura 64.
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Figura 64 — Espectros na regido do 1V com designacéo das principais bandas para comparagdo entre
as nanoparticulas de silica (SiO2) e modificadas com grupo amina (NH2-SiO2), com tetraciclina
adsorvida (NH2-SiO2-tetags) e tetraciclina ligada (NH2-SiOz-tetigada). INSet: ampliacdo da regido acima de

1400 cm* com atribuic&o das principais bandas.
Fonte: autor do trabalho.

Em comum para todos os materiais € observada a banda de estiramento

assimétrico em 1050 cm* referente a ligacdo Si-O-Si que forma a NP e 0s grupos
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silandis que apresentam banda de dobramento em 955 e 790 cm. A Tabela 15 atribui

as principais bandas para identificacdo das modificacdes realizadas.

Tabela 15 - Atribui¢do das bandas designadas no espectro de |V da Figura 64 para as nanoparticulas
de SiO: e as respectivas modificacoes.

Banda
3310 2988 2972 2900 1650 1545 1415
(cm™)
. .~ 6assim
AtrIbUIQaO v OH Vassim CH3 Vsim CH3 6 OH 6 NH CH
3

Fonte: autor do trabalho.

E possivel observar no espectro das NH2-SiO2> NP a banda em 1545 cm?
referente as aminas primarias e que é ausente no espectro das SiO2 NP; sendo
confirmada a modificagdo com o aminopropiltrimetoxisilano. Essa mesma banda néo
€ observada no espectro da tetraciclina ligada as NP, uma vez que a reacdo de
acoplamento com glutaraldeido utiliza os grupos amino disponiveis. Para a TET
imobilizada por adsorgéo (NH2-SiO2-tetass NP), 0 espectro de IV ndo mostra diferenca
em relacdo ao padrdo; possivelmente em funcdo da concentracdo de TET que é
imobilizada e possivelmente abaixo da capacidade de deteccéo do equipamento.

No caso das NH2-SiO2-tetigada NP, a imobilizacdo da TET acabou gerando
coloracdo amarela para o material, o que inviabilizou sua deposi¢cdo na membrana de
nitrocelulose. Desse modo, optou-se por utilizar as NP com tetraciclina adsorvida na
superficie como material para a linha de teste.

A verificagdo da eficiéncia das NH2-SiOz-tetass NPs depositadas foi avaliada
comparando a resposta colorimétrica da reacdo de complexagdo com o padrdo NH2-
SiO2 NP.

NH,-SiO, NP NH,-SiO,-tet,, NP

Figura 65 — Verificacao colorimétrica da imobilizagao da tetraciclina na superficie das nanoparticulas
de silica modificadas com grupo amino (NH2-SiO2) e NP contendo tetraciclina adsorvida, utilizando Fe3*
como agente complexante. Volume de suspensédo depositada: 2,0 pL; volume de FeClz 0,5% (m/v)
adicionado: 10,0 uL; eluente: solugdo tamp&o HEPES 0,1 mol L't a pH 7,4.

Fonte: autor do trabalho.
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Pelas imagens das tiras apresentadas na Figura 65 é possivel notar a diferenca
na intensidade do sinal obtido: a NP de NH2-SiO: apresenta o sinal apenas dos
reagentes eluidos pela tira e para as NH2-SiOz-tetads @ maior intensidade do sinal
indica a reacdo da TET com o Fe3*. Uma vez que a reacédo de complexacéo é seletiva,
0 aumento da intensidade do sinal € atribuido a presenca da TET adsorvida.

Para verificar a eficiéncia da linha teste frente ao bioconjugado seletivo, as Au-

APT NPs, realizou-se diferentes eluicdes conforme exibe a Figura 66.

Nanoparticula
Materialna ~_eluida Au NP Au-APT NP
linha de teste

NH,-SiO, NP

NH,-SiO,-tet . NP

Figura 66 — Eluicdo das Au-APT NP em membranas de nitrocelulose comparando o sinal gerado em
linhas de teste composta pelas nanoparticulas sem modificagdo (NH2-SiO2) e com tetraciclina adsorvida
na superficie (NH2-SiO2-tetass NP). Branco: eluicdo de Au NP; volume de suspensdo depositada:
2,0 uL; eluente: solugéo tampao fosfato 0,1 mol L't a pH 7,4 contendo Tween 0,05% (V/v).

Fonte: autor do trabalho.

As Au NPs foram eluidas também, conforme exibe a Figura 66, servindo como
branco em comparacdo com as Au-APT NPs, a medida que na linha de teste as NH2-
SiO2 atuaram como branco para a NH2-SiOz-tetads.

A eluicdo das Au NPs apresentou um sinal muito pouco intenso para ambas as
linhas avaliadas. De fato, considerando apenas a resposta visual, o sinal colorimétrico
foi quase imperceptivel. Mesmo ap6s a captura das imagens no sistema para
guantificacao foi observado um sinal pouco intenso.

Todavia, ao eluir as Au-APT NPs foi possivel observar que o sistema funcionou
seletivamente, uma vez que a maior intensidade de sinal foi obtida para a linha de

teste composta por NH2-SiO2-tetads. Para a linha contendo NH2-SiO2 NP foi observado
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um sinal de baixa intensidade, eventualmente pelas interagdes entre 0s grupos amino
disponiveis na superficie das NP e as bases nitrogenadas da fita de DNA.

Também foi estudado o efeito de diferentes concentra¢cdes da solucédo tampéao
fosfato de corrida no sinal colorimétrico. Foram depositadas as NH2-SiOz-tetadss €
avaliou-se as concentracdes de solucdo tampéo de 0,01; 0,05 e 0,1 mol L, cujas
intensidades de sinal obtidas foram, respectivamente, 0,62; 0,63 e 0,98 (U.A.). Deste
modo, a concentracdo de 0,1 mol L' apresentou sinal mais intenso, se mostrando
mais adequada para uso como eluente.

Por fim, foi realizada a eluigao de tetraciclina na tira de fluxo lateral contendo a

linha de teste, para verificar o sinal obtido e o efeito competitivo esperado.

Teste Sinal (U.A.)

Negativo 0,15

; o Positivo 0,048
Negativo Positivo

Figura 67 — Sinal colorimétrico obtido no ensaio competitivo em tiras de fluxo lateral sem a adicdo do
analito (negativo) e com adicdo de tetraciclina (positivo) para a linha de teste (NH2-SiOz-tetadss NP).
Volume de suspenséo depositada: 2,0 uL; eluente: solugdo tamp&o fosfato 0,1 mol L* a pH 7,4
contendo Tween 0,05% (v/v); volume solugéo de tetraciclina 50 mg L™ adicionada: 40,0 L.

Fonte: autor do trabalho.

Conforme exibe a Figura 67, o formato competitivo proposto funcionou. Na tira
considerada como branco, o sinal foi trés vezes mais intenso do que na tira onde foi
eluida solucédo padréao de TET. Isso indica que parte das Au-APT NP se ligaram a TET
da solucdo padrdo, competindo pela ligacdo com a TET depositada na linha de
controle. Visualmente também é possivel observar diferenca colorimétrica
significativa.

Portanto, a deposicdo de TET adsorvida na superficie de nanoparticulas de
SiO2 modificadas apresentou viabilidade, sendo necesséaria a otimizagédo de outros
parametros, como a concentracdo de suspenséo de NP depositada e verificar o sinal

obtido para eluicdo de diferentes concentragdes de TET.



151

4.4.2.6 Construcao da linha de controle

No sistema de fluxo lateral, a linha de controle deve ser composta por
componente que seja seletivo ao conjugado da Au NP. Deste modo, ap0s 0s ensaios
iniciais para validagdo das Au NPs terem sido realizados com o mercaptosilano e
mostraram que a insercdo do APT na NP foi realizada com sucesso, o controle para
o teste foi composto pela fita de aptamero complementar (c-APT) a fita que é
imobilizada na Au NP.

Os testes iniciais consistiram em depositar uma concentracao fixa de c-APT e
verificar o sinal colorimétrico obtido. Duas concentrac6es de solucdo tampédo TRIS
foram estudadas (50 e 100 mmol L1), variando-se a presenca do surfactante Tween
0,5% (v/v) e da sacarose 1% (m/v), que auxiliam no arraste nas NP. Também foi
estudado o efeito da presenca e concentracao de NaCl e MgClz (no intervalo de 25 a
75 mmol L), uma vez que os cations sdo necessarios para hibridizacéo e estabilidade
da fita de DNA. (128)

Apoés triagem realizando a eluicdo nas diferentes condi¢des, algumas
constatacOes foram realizadas:

- A concentracdo de TRIS néo influenciou nas tiras onde se obteve sinal
colorimétrico;

- A presenca de Tween no eluente foi essencial para eluicdo das NPs, uma vez
gue nos testes onde o surfactante esteve ausente as NP eluiram pouco ou com
dificuldade;

- A sacarose no eluente néo se faz necessaria. Nao foi observada diferenca na
forca de eluicdo das NP comparando a presenca ou auséncia do acucar.

- O NacCl interferiu em todos os testes em que esteve presente, independente
da concentragao avaliada. Nas concentracdes inferiores de NaCl as NPs aglomeraram
e nas concentragcdes superiores elas desagregaram, perdendo sua resposta
colorimétrica.

- O MgCl: foi suficiente para garantir a estabilidade da fita dupla formada na
hibridizacéo entre as fitas de APT e c-APT,; visto que foi observada formacéo do sinal
colorimétrico.

A Figura 68 a seguir mostra a melhor condi¢ao de eluigéo obtida.
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, Bloqueio: sacarose (10% v/v)

e acido boérico 10 mmol L.
Tira
construida

Au-APT NP S c-APT

Tira apods
a eluigao P

Figura 68 — Tiras de fluxo lateral contendo c-APT (25 umol L) como linha de controle antes da eluicdo
(tira superior) e depois da elui¢éo (tira inferior) das Au-APT NP imobilizadas na tira conjugada. Testes
do tipo negativo e eluente solugdo tampado TRIS 50 mmol L a pH 7,4 contendo MgCl> 50 mmol L e
Tween 0,5 % (V/V).

Fonte: autor do trabalho.

E possivel notar na tira inferior que a eluicdo das Au-APT NPs da tira conjugada
foi completa e observa-se um sinal sutil indicando a linha de controle. De modo a
aumentar a intensidade do sinal, um estudo da concentracéo de c-APT foi realizado,

conforme exibe a Figura 69 a seguir.

(a)

25 umol L1 50 umol L1 75 umol L1 100 pmol Lt

(b)

Negativo Positivo

Figura 69 — (a) Avaliacdo da concentracédo de c-APT depositado como linha de controle, no intervalo
de 25 — 100 uymol L. (b) Sinal colorimétrico obtido no ensaio competitivo sem a adi¢cdo do analito
(negativo) e com adico de tetraciclina (positivo) para a linha de controle (c-APT 50 uymol L?). Eluente:
solugéo tampédo TRIS 50 mmol L a pH 7,4 contendo MgCl> 50 mmol L* e Tween 0,5 % (v/v). Volume
soluc&o de tetraciclina 50 mg L adicionada: 40,0 pL.

Fonte: autor do trabalho.
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E possivel observar que a partir de 50 pmol L de c-APT (Figura 69a) a
intensidade do sinal ndo variou significativamente. Deste modo, essa concentracao
para deposicéo foi ideal.

Ao realizar um teste positivo de eluicdo (Figura 69b) é possivel notar que a
intensidade da linha de controle diminuiu. Como as Au-APT NP capturaram parte da
tetraciclina em solucdo, menos quantidade de bioconjugado ficou disponivel para se
ligar ao c-APT na linha de controle.

Deste modo € possivel concluir que a linha de teste funcionou com os
parametros iniciais avaliados, sendo necessaria a otimizacdo das concentragfes do
APT imobilizado na Au NP, de modo a garantir o equilibrio de sinal nas linhas de teste
e controle quando € eluida TET na amostra.

O desenvolvimento deste trabalho de doutorado foi finalizado na etapa acima
descrita. Em fungao da pandemia de Covid-19 que se iniciou no comeco de 2020 e se
espalhou por todos os paises, todas as atividades presenciais de trabalho foram
interrompidas, sendo retomadas de modo restritivo ap6s meses de paralisacdo. A
retomada gradual das atividades coincidiu com as etapas finais para concluséo da
tese de doutorado, ndo havendo tempo hébil para obtencdo de outros resultados

experimentais.

4.5 Consideragoes finais

Os sistemas de fluxo lateral propostos para identificacdo da tetraciclina séo
inéditos e, portanto, exigiram avaliacdo e estudo minucioso de cada parametro do
teste: desde a estruturacdo da tira até a disposicdo e otimizacdo dos reagentes
utilizados.

Tanto para o sistema competitivo utilizando os aptameros quanto para o
sistema contendo MIP foi observado que a menor variacdo ou mudanca de um dos
parametros avaliados poderia causar uma alteracdo significativa na resposta do
sistema.

O sistema aplicando MIP como fase de reconhecimento permitiu a identificacao
direta da tetraciclina por meio da formacdo de um composto de coordenagdo com o
cation Fe®*. Os estudos iniciais envolveram avaliar as condicdes de formacdo do

composto de coordenacédo obtido.



154

Em seguida foi avaliada a viabilidade da reacdo de complexacé&o no fluxo lateral
e da resposta colorimétrica gerada, além da deposicdo do MIP. As melhores
condicOes de analise foram obtidas: solugcdo tampdo HEPES como melhor eluente,
FeClsz (0,05% m/v) adicionado direto na membrana apés a eluicdo do analito e o MIP
de alta porosidade depositado como linha de teste por apresentar melhor desempenho
em comparacao com o tradicional e com nucleo de silica.

O sistema desenvolvido, além da resposta qualitativa, também apresentou
resposta quantitativa; cuja quantificacao foi realizada pelo tratamento das imagens
obtidas por um smartphone. Por meio da construgdo de curva analitica foi possivel
guantificar a tetraciclina ligada a linha de teste. Os sistemas apresentaram bons
resultados de seletividade e quando aplicados em amostra permitiram valores de
recuperacao da tetraciclina na faixa de 73 a 104%.

Para o sistema contendo aptameros, as etapas iniciais envolveram a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo da eluicdo das nanoparticulas de ouro. A seguinte etapa
foi a modificacdo das nanoparticulas com o aptamero de ligacdo a tetraciclina, a qual
foi realizada com sucesso por meio da interacao entre ouro e aptamero marcado com
tiol. Todos os materiais sintetizados e modificados foram devidamente caracterizados.

Embora esse sistema nado tenha sido finalizado e sejam necessarias
otimizacdes para sua avaliacdo final, o teste competitivo contendo aptamero se
mostrou viavel quando avaliado tanto pela linha de teste e controle que foram
construidas. A nanoparticula de silica com tetraciclina adsorvida se mostrou um
candidato alternativo para deposicao do analito na membrana. A linha de controle
composta pela fita de aptamero complementar ao de ligacdo também apresentou
resultado positivo, uma vez que apods a hibridizacdo do DNA foi observada a resposta

colorimétrica.
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5 DISCUSSAO

O Capitulo 1 apresentou o desenvolvimento de novos tipos de polimeros
molecularmente impressos para determinacdo da tetraciclina. Inicialmente foi
sintetizado um MIP tradicional, e baseando-se nesse material, foi sintetizado um MIP
core-shell com nucleo composto por SiO2. Por fim, pela remog&o do nucleo de SiOz,
foi obtido um MIP oco de alta porosidade.

Todos os polimeros sintetizados tiveram sua eficiéncia avaliada e comparada
e o MIP de alta porosidade apresentou melhor capacidade de adsorgao pelo analito,
com capacidade de carga maxima de tetraciclina duas vezes superior em comparacao
com o MIP sem modificacdo e o MIP core-shell. Quando aplicado em diferentes tipos
de amostras (agua, fluido biolégico e alimento) o MIP de alta porosidade apresentou
faixa de recuperacdo para o analito entre 74 — 96%, indicando que o material
consegue ser seletivo mesmo em solucdes de composicao complexa.

O Capitulo 2 abordou a aplicagdo do MIP de alta porosidade sintetizado
previamente como fase de reconhecimento em sistemas de fluxo lateral. Foram
estudados os principais parametros para construir um teste rapido para identificacao
da tetraciclina contendo MIP como linha de teste. A resposta colorimétrica do teste foi
fornecida pela formacdo de um composto de coordenacdo de coloracdo marrom-
amarelada entre a tetraciclina e o Fe3*.

Com base nos ensaios de otimizacao abordados nos dois capitulos, foi possivel
propor os sitios de interacao da tetraciclina na formacao da cavidade seletiva do MIP
e na reacdo de coordenagdo com o Fe3*. A Figura 70 representa o esquema de

interacdo proposto.
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Figura 70 — Representacao esquematica da cavidade seletiva do MIP, com exibi¢&do da interacao mais
provavel entre tetraciclina e acido acrilico. A regido sombreada de laranja abrange os possiveis sitios
de coordenacéo entre analito e Fe®".

Fonte: autor do trabalho.

Com base no ensaio competitivo e de seletividade durante a otimizacdo do MIP
oco, a possibilidade mais provavel de interacdo entre o0 mondémero funcional (acido
acrilico) e tetraciclina se encontra no grupo funcional do Ce. Para confirmacéao total da
proposicéo se faz necessario analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio e carbono. J& a reacdo de complexagdo pode ocorrer em um dos sitios
disponiveis (ndo sendo possivel determinar com precisao) da regido sombreada.

A Tabela 16 a seguir resume as figuras de méritos obtidas para as aplicacdes

descritas nos capitulos 1 e 2 com os MIP de alta porosidade.

Tabela 16 — Resumo das figuras de mérito obtidas para as duas aplicacdes dadas ao MIP de alta
porosidade.

g o &) Faixa linear LOD LOQ Recuperacao Tempo analise
Aplicacio  Deteccao (umol L")  (pmol L") (umol L") amostra (%) (min)
SPE CLAE 45-155 4 13 74 — 96 110 ‘
Fluxo = o iorimetria 45— 180 17 45 73 -104 60
Lateral

Fonte: autor do trabalho.

Na primeira parte do trabalho o MIP foi aplicado no modo classico de extragédo
em fase sélida (SPE) e a quantificacdo realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Pela sensibilidade da CLAE, foi possivel obter faixa de trabalho
mais ampla e deteccédo de menores concentragcdes de tetraciclina, no intervalo linear
de 4,5 - 155 pymol L.
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Na segunda parte o MIP foi aplicado no sistema de fluxo lateral e a
guantificacdo realizada por medidas da intensidade do sinal colorimétrico obtido. Em
funcdo da sensibilidade do método usado, o valor de cutoff foi de 34 umol L e a faixa
linear de trabalho foi de 45 — 180 uymol L.

Os métodos colorimétricos geralmente possuem valores de LOD e LOQ
superiores a outros métodos (como a fluorescéncia, por exemplo) devido ao limite de
sensibilidade intrinseco a técnica. Contudo, os valores das figuras de mérito obtidas
para o sistema de fluxo lateral foram préximas a quantificagéo realizada por CLAE.
Por conseguinte, o método colorimétrico e a obtencdo de imagens utilizando um
smartphone se mostrou simples e eficaz, permitindo sua aplicacdo como alternativa
viavel aos leitores tradicionais de bancada.

No quesito de tempo de andlise, o sistema de fluxo lateral apresentou
vantagem. ApGs adicionada a amostra, em 10 min a resposta colorimétrica ja péde
ser observada e em 60 min a imagem obtida para quantificagcdo. Por conseguinte, o
teste de fluxo lateral desenvolvido foi rapido no tempo para analise qualitativa e
intermediario no tempo de quantificagdo. Contudo, mesmo com o tempo intermediario
de quantificacdo, ainda assim o fluxo lateral foi mais rapido do que os testes que
necessitaram de analise cromatografica.

Na aplicacdo em SPE o MIP inicialmente interagiu por 90 min com a amostra
e, apos etapa de centrifugacao e filtracdo (aproximadamente 15 min), foi para analise
cromatografica (corrida de 5 min), totalizando 110 min de analise.

Além disso, no teste de fluxo lateral, a tetraciclina pode ser avaliada
diretamente ao ser adicionada na tira. Na aplicacdo em SPE era exigido as etapas
iniciais de interacao entre MIP e analito, centrifugacéo e filtracdo. Portanto, o teste de
fluxo lateral dispensou a etapa de interacdo e separacdo da amostra, apresentando
maior simplicidade.

Embora o teste de estabilidade ndo tenha sido avaliado para o fluxo lateral
desenvolvido neste trabalho, acredita-se que ele possa ser armazenado por meses
sem perder sua eficiéncia. Uma mesma suspensdo de MIP foi utilizada por
aproximadamente 6 meses consecutivos para construcao dos testes nos ensaios de
otimizacao; e o MIP sempre apresentou resposta para o analito.

Mais ainda, o desenvolvimento de testes de fluxo lateral contendo MIP
apresentam a vantagem de o polimero possuir alta estabilidade por longo tempo

guando secos e dispersos em fase soélida nha membrana de nitrocelulose. Assim, é
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possivel que os testes fiquem armazenados em temperatura ambiente sem perder a
sua eficiéncia. Estudos similares chegaram a essas conclusdes ao comparar a
reutilizacéo (129) e a armazenagem por seis meses (130) do MIP.

Os MIPs apresentam essa vantagem frente aos materiais bioldgicos, que
necessitam de armazenagem e transporte sob refrigeragdo. Além disso, mesmo apos
imobilizados ou suportados em algum material, os componentes biolégicos ainda
necessitam de refrigeracdo. Smolinska-Kempisty e colaboradores (131) compararam
a estabilidade dos polimeros substituindo anticorpos em ensaios do tipo ELISA e
concluiram que as placas contendo MIPs puderam ser armazenadas por 1 més em
temperatura ambiente sem perder a eficiéncia.

Deste modo, teste de fluxo lateral desenvolvido permitiu mostrar a viabilidade
da aplicacdo dos polimeros impressos nesse tipo de dispositivo; abrindo para a
possibilidade de aplicacao de diferentes tipos de MIP e configuracdes do sistema para
analise dos mais variados analitos.

Por fim, em funcédo da pandemia de Covid-19 e consequente paralisacdo das
atividades presenciais, o desenvolvimento do teste de fluxo lateral contendo aptamero
foi interrompido. Embora necessite de outros estudos, o teste mostrou grande
possibilidade de funcionamento em fungéo dos resultados preliminares obtidos; tanto

na linha de teste quanto de controle.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento de novos tipos de MIP para determinacéo de tetraciclina foi
realizado com sucesso. Por meio de todas as etapas de sintese, caracterizacéo e
otimizacdo da eficiéncia, o MIP oco pode ser aplicado com sucesso no
desenvolvimento de um teste de fluxo lateral inédito para determinacgéo de tetraciclina.

Considerando a estrutura do trabalho para o teste de fluxo lateral contendo
aptamero como fase de reconhecimento seletivo, as etapas que foram executadas
exibiram a viabilidade do teste, permitindo perspectivas para o avango da pesquisa

nessa area.
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