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RESUMO

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de polimeros molecularmente
impressos (MIPs) para a identificagdo de curcumina presente em amostras de
alimentos e farmacos visando o desenvolvimento de sistemas de reflectancia difusa
em solidos e de fluxo lateral. Devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antialérgicas, a curcumina, um polifenol hidrofébico extraido da planta
Curcuma longa, € amplamente utilizada nas industrias alimenticia e farmacéutica.
Contudo, para quantifica-los em matrizes complexas, técnicas de separacido como a
extragcdo em fase sdlida (SPE) sdo necessarias. Um MIP com nucleo magnético
(MMIP) foi desenvolvido neste estudo para a captura seletiva de curcumina. O objetivo
desta pesquisa era melhorar a eficiéncia dos processos de adsorg¢ao e facilitar a
separacao. O uso de espectrofotometria UV/VIS e Teste de Reflectancia Difusa foi
usado para caracterizar o MMIP. Os resultados indicaram que o MMIP apresentou boa
seletividade e capacidade de adsorc¢ao, no entanto, necessitando de mais testes para

aplicagcao em sistemas de diagnostico rapido como os testes de fluxo lateral (LFTs).

Palavras—chave: Curcumina; polimeros molecularmente impressos; teste de

reflectancia difusa; extragao em fase sélida



ABSTRACT

The goal of this work is the development of molecularly imprinted polymers
(MIPs) for the identification of curcumin in food and pharmaceutical samples, aiming
at the development of diffuse reflectance systems in solids and lateral flow systems.
Due to its antioxidant, anti-inflammatory, and anti-allergic properties, curcumin, a
hydrophobic polyphenol extracted from the Curcuma longa plant, is widely used in the
food and pharmaceutical industries. However, to quantify it in complex matrices,
separation techniques such as solid-phase extraction (SPE) are needed. A magnetic
core MIP (MMIP) was developed in this study for the selective capture of curcumin.
The goal of this research was to improve the efficiency of adsorption processes and
ease separation. UV/VIS spectrophotometry and Diffuse Reflectance Test were used
to characterize the MMIP. The results show that the MMIP proved good selectivity and
adsorption capacity; however, further testing is needed for application in rapid
diagnostic systems such as lateral flow tests (LFTs).

Keywords: Curcumin; molecularly imprinted polymers; diffuse reflectance

testing; solid phase extraction
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1. INTRODUGAO

A curcumina, devido as suas propriedades farmacoldgicas e bioldgicas,
incluindo efeitos anti-inflamatérios, imunomoduladores, antioxidantes e antialérgicos,
€ amplamente reconhecida como um alimento funcional nas industrias alimenticia e
farmacéutica, sendo visto como uma “superfood”. (SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
ESPINOZA-TORRES et al., 2023).

A quantificacdo da curcumina € comumente realizada por espectrofotometria
UV/VIS. No entanto, devido a complexidade das matrizes alimentares que contém
curcumina, é necessario o uso de métodos de separagdo para minimizar erros
analiticos resultantes dessas matrizes complexas. Para superar esses desafios, os
polimeros molecularmente impressos (MIPs: Molecularly Imprinted Polymers) séao
amplamente utilizados como adsorventes em processos de extragdo em fase solida
(SPE: Solid Phase Extraction), devido ao seu baixo custo, alta eficiéncia e excelente
seletividade. Os MIPs s&o polimeros rigidos que realizam o reconhecimento molecular
de maneira seletiva, por meio de sitios de reconhecimento em sua estrutura,
funcionando de forma semelhante aos receptores biolégicos que reconhecem e se
ligam a moléculas especificas (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; CORMACK;
ELORZA, 2004).

A sintese de MIPs com uma estrutura contendo nucleo, conhecida como MIPs
do tipo Core@ Shell, pode adicionar propriedades adicionais, como 0 magnetismo, ao
utilizar magnetita como nucleo. Essa caracteristica melhora o desempenho dos MIPs
ao acelerar os processos de separagao, reduzindo o bloqueio de sitios seletivos na
matriz polimérica (HUANG et al., 2018; HUSSAIN et al., 2016).

Para a analise de amostras de curcumina provenientes de diferentes fontes, o
teste de fluxo lateral (LFT: Lateral Flow Test) é considerado um dos métodos mais
adequados por sua tecnologia amplamente empregada na detecg&do de gonadotrofina
coribnica humana (HCG) em testes de gravidez e em testes rapidos de COVID-19,
sendo reconhecida por sua praticidade, baixo custo e fornecimento de resultados
visuais rapidos. (JAPOLLA et al., 2015; BABACAR et al., 2010; O'FARRELL, 2015).

1.1 Curcumina

A Curcuma longa, conhecida popularmente como agafrdo-da-terra no Brasil, é
uma planta herbacea originaria da india. Seu rizoma, geralmente consumido apés

desidratacdo e moagem, resulta no pé conhecido como curcuma ou tumeérico.
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Historicamente, esse p6d de coloragcdo amarela tem sido utilizado em praticas
religiosas, medicina e culinaria (SUETH-SANTIAGO, 2015). Atualmente, a curcuma é
amplamente utilizada como corante natural em alimentos e bebidas, além de ser
incorporada em produtos farmacéuticos devido as suas propriedades bioativas
(NGUYEN et al., 2024).

A curcumina, principal composto bioativo presente no rizoma, € um polifenol
hidrofébico com diversas atividades farmacoldgicas e bioldgicas, incluindo efeitos
antineoplasicos, antioxidantes e anti-inflamatorios. Estudos demonstram que a
curcumina € segura para uso em doses elevadas, o que favorece sua aplicagédo em
produtos medicinais e alimentares (JARA-CORNEJO et al., 2024). Comercialmente, a
curcuma contém aproximadamente 77% de curcumina, 17% de desmetoxicurcumina
e 6% de bisdesmetoxicurcumina (NGUYEN et al., 2024).

Todos os compostos acima, a curcumina, a desmetoxicurcumina, e
bismetoxicurcumina s&o denominados curcumminodides. Suas estruturas

moleculares estdo demonstradas na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica dos curcuminéides: curcumina (A), demetoxicurcumina (B) e bisdemetoxicurcumina
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Fonte: Mazzarino, Leticia (2013)

Esses compostos, conhecidos como curcuminoides, apresentam propriedades
fisico-quimicas distintas. A curcumina, por exemplo, € altamente soluvel em etanol e
acido etilico glacial, mas possui baixa solubilidade em agua (ESPINOZA-TORRES et

al., 2023). Para quantificagéo, diversas técnicas sao utilizadas, como cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia em camada delgada (TLC) e
espectrofotometria. No entanto, os métodos espectrofotométricos podem ser limitados
por interferéncias na faixa de absor¢cdo entre 420-430 nm, sendo necessarios
processos de pré-separacdo para melhorar a seletividade (ALVES et al., 2019;
NGUYEN et al., 2024).

O presente trabalho emprega um polimero molecularmente impresso (MIP)
seletivo para curcumina, visando resolver as dificuldades de separacdo e

quantificacdo em matrizes complexas.

1.2 Polimeros molecularmente impressos (MIPS)

Os polimeros molecularmente impressos (MIPs) sdo materiais sintéticos com
sitios de reconhecimento especificos para determinadas moléculas, exibindo
complementaridade ao analito em termos de tamanho, forma e funcionalidade. Isso
confere aos MIPs alta seletividade e afinidade pelo analito de interesse (LIU et al.,
2016). Esses materiais mimetizam processos de reconhecimento molecular
observados em sistemas bioldgicos, como interagdes antigeno-anticorpo, sendo
amplamente utilizados no desenvolvimento de materiais biomiméticos (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

A sintese dos MIPs baseia-se no conceito de impressdo molecular, onde uma
molécula template (modelo) é utilizada para formar cavidades especificas no polimero,
que posteriormente sdo capazes de reconhecer seletivamente o analito. Durante o
processo, mondmeros funcionais interagem com o template através de ligagdes nao
covalentes, como ligagdes de hidrogénio ou van der Waals (ESPINOZA-TORRES et
al., 2023). A seguir, ocorre a copolimerizagdo com mondmeros estruturais para
garantir a estabilidade e a integridade do material. Uma vez finalizada a polimerizagéo,
o template é removido, originando os sitios de reconhecimento (CORMACK; ELORZA,
2004).

Para validar a seletividade dos MIPs, s&o sintetizados polimeros ndo-impressos
(NIPs) como controle, os quais ndo apresentam cavidades seletivas. Aléem disso, o
uso de uma superficie de suporte ou nucleo durante a sintese permite a obtencéo de
MIPs do tipo Core@Shell, que melhoram a transferéncia de massa e aceleram o
processo de adsorcado devido a menor presenga de sitios seletivos ocluidos na matriz
polimérica (RUIZ CORDOVA, 2019; NGUYEN et al., 2024).
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A Figura 2 esquematiza o processo de sintese do MIP para curcumina de forma
simplificada. A sintese tem inicio com a escolha do monémero funcional adequado
para o analito (template), o monémero deve interagir de forma favoravel com o
template, podendo ser por ligagbes de hidrogénio, van der Walls, interagdes n&o
covalentes ou por carater acido base (CORMACK; ELORZA, 2004), entre outras. Em
seguida, o monémero, muitas vezes escolhidos por simulagcdo computacional, é
deixado para interagir com o template e posteriormente é iniciada a copolimerizagéo
deste com um mondmero estrutural, garantindo suas caracteristicas estruturais, como
estabilidade mecanica, controle da morfologia do material e estabilidade de impressao
molecular (CORMACK; ELORZA, 2004). Apos a sintese do material, o template é
removido com a utilizagdo do solvente adequado, originando os sitios de

reconhecimento seletivos ao analito.

Figura 2 - Processo simplificado de sintese de um MIP para curcumina

Prepolimerizacao

Mondmero estrutural

>

Y
Template Mondémero funcional Polimerizagao

Remogao do Template

Adsorgdo do template

Polimero Molecularmente
Impresso
MIP

Fonte: prépria autora (2024)
Para avaliar a efetividade do processo de sintese quanto a formacado das

cavidades seletivas ao analito no MIP, usualmente sintetiza-se um polimero nao-
impresso (NIP: non-imprinted polymer) como forma de controle. Este é sintetizado da
mesma forma que o MIP, contudo sem a utilizacdo da molécula template, nao
possuindo cavidades seletivas e podendo ser utilizado para a avaliacdo dos processos
de adsorgao que ocorrem no MIP, nos quais ha seletividade (CORMACK; ELORZA,
2004; TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; FIGUEIREDO et al., 2008).
Utilizando uma superficie de um suporte ou core ao sintetizar um MIP da origem

aos MIPs do tipo Core@Shell, além de ter a possibilidade de adicionar uma
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propriedade a este material, pode melhorar, também, a transferéncia de massas,
tornando o processo de adsor¢ao do MIP mais rapido. Isso ocorre por conta de uma
menor presenga de sitios seletivos ocluidos dentro da matriz polimérica (RUIZ
CORDOVA, 2019).

1.3 Espectrofotometria UV/VIS

A espectrofotometria UV-Vis é uma técnica analitica baseada na absorgéo de
fétons de luz com determinados comprimentos de onda pela molécula ou ion do
analito na regiao ultravioleta e visivel do espectro da luz. A absorgao é proporcional a
concentragado do analito no compartimento da amostra, a proporgéao € dada pela Lei

de Beer e é descrita matematicamente da seguinte forma:

Po
log (F) =A=¢ebC

Sendo Py a poténcia do feixe que é incidida sobre o compartimento da amostra,
P a poténcia do feixe que chega realmente ao detector, A a absorbancia obtida no fim,
€ a absorvidade molar da amostra, b o caminho 6ptico e C a concentragdo da amostra.

Atualmente, temos alguns tipos de espectrdmetros. No presente trabalho

havera a discussédo breve sobre o espectrofotometro de duplo feixe, tecnologia
utilizada no equipamento Agilent Cary 60, o qual foi utilizado no processo de pesquisa
discutido no mesmo.

Na Figura 3, temos o esquema de um espectrofotbmetro de feixe duplo
simplificado. Em um espectrofotdometro desse tipo, a fonte emite um espectro amplo
de radiacao que incide no monocromador. Apenas uma faixa estreita de comprimentos
de ondas passa pelo monocromador e é dividida em dois feixes por um divisor de
feixe. Um desses feixes é direcionado ao compartimento de amostra e o outro é
direcionado a um compartimento com solucdo de referéncia. Em seguida, cada feixe
incide sobre um fotodetector O valor de fato que o equipamento analisa é a diferenca

entre os sinais coletados dos dois fotodetectores.
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Figura 3 - Esquema de funcionamento de um espectrofotémetro UV-Visivel de feixe duplo
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Fonte: Adaptada de Allcrom (2024)
O arranjo de duplo feixe tem a vantagem de equilibrar a flutuagcédo da fonte e

dos fotodetectores, bem como a variagao da intensidade da fonte com a variacéo do

lambda escolhido.

1.4 Extragdo em fase sélida magnética molecularmente impressa

Apesar dos avancgos significativos no desenvolvimento de equipamentos
analiticos, a preparagao da amostra continua sendo uma das principais fontes de erros
aleatdrios e sistematicos durante a analise. O objetivo principal da preparagdo da
amostra é concentrar o analito para melhorar o processo de detecgao e isola-lo para
minimizar os efeitos da matriz da amostra durante a medicdo (TURIEL; MARTIN-
ESTEBAN, 2019), além de tornar a amostra compativel com o sistema de analise.

Recentemente, técnicas de microextracdo, como a microextracdo em fase
sélida (SPME: Solid-Phase Microextraction), microextragdo em fase liquida (LPME:
Liquid-Phase Microextraction) e extracdo sorptiva em barra de agitagcao (SBSE: Stir
Bar Sorptive Extraction), ttm contribuido para o desenvolvimento de métodos mais
exatos e precisos, com menores limites de detecgdo. Esses métodos de separacao
baseiam-se principalmente na particdo do analito entre a amostra e uma fase
aceitadora. No entanto, a similaridade na polaridade do analito e outras substancias
presentes na matriz amostral pode levar a coextracdo de substancias indesejadas,
dificultando a separacao. Para enfrentar esse desafio, os polimeros molecularmente
impressos (MIPs) tém sido propostos como fases aceitadoras promissoras para o
isolamento de moléculas-alvo (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2019).
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Devido as suas propriedades magnéticas, a separacdo de nanomateriais
magneéticos de solugdes pode ser realizada por meio da aplicagdo de um campo
magnético externo. Isso possibilita 0 uso desses materiais em processos de extragéao
dispersiva em fase solida (DSPE: Dispersive Solid-Phase Extraction) sem a
necessidade de centrifugacao ou filtracdo para separar a fase sdlida. No entanto,
devido a sua tendéncia a se agregar, as nanoparticulas magnéticas podem ser
revestidas com materiais como silica, octadecilsilano ou diversos polimeros para
evitar a agregagdo. A combinacdo de nanoparticulas magnéticas com polimeros
molecularmente impressos pode resultar em materiais com alta seletividade
proporcionada pelo MIP e facilidade de separagao devido a propriedade magnética,
tornando-os adequados para processos de preparagao de amostras (HUANG et al.,
2018).

Considerando as vantagens oferecidas por essa técnica de extragdo, este
trabalho propde a sintese de um MIP magnético, identificado pela sigla MMIP. Assim,
a separagao do MIP da amostra pode ser realizada de forma simplificada por meio da

aplicagao de um campo magnético.

1.5 Teste de Fluxo Lateral

O teste de fluxo lateral (LFT) € uma das formas mais praticas e rapidas para
analisar amostras de curcumina provenientes de diferentes fontes, devido a sua
simplicidade e eficiéncia. Esses dispositivos de diagnostico rapido tém sido
amplamente utilizados para a detecgdo de diversos analitos, como patdgenos,
biomarcadores e toxinas, em diferentes tipos de amostras, incluindo as biolégicas e
ambientais. A popularidade dos LFTs se deve as suas vantagens, como simplicidade
operacional, rapidez na obtengao de resultados, baixo custo e possibilidade de uso
fora de ambientes laboratoriais, facilitando sua aplicagdo em clinicas, residéncias e
outros locais (O'FARRELL, 2015).

O teste de fluxo lateral opera de forma semelhante a um teste
imunocromatografico, como os testes de gravidez, onde uma amostra liquida é
aplicada a uma extremidade da fita de teste. A amostra entdo migra por capilaridade
ao longo da fita, passando por varias zonas de reagentes. Durante essa migragao, o
analito na amostra interage com anticorpos ou outros reagentes especificos
imobilizados na membrana, resultando em uma mudanga visual, geralmente na forma

de linhas coloridas que indicam a presenga ou auséncia do analito-alvo (MARK, 2019).
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O dispositivo LFT, visualizado na Figura 4, € composto por quatro sec¢des
principais: um filtro de amostra, um suporte de montagem, uma membrana de
nitrocelulose e um filtro de absorc¢éao, todos cuidadosamente laminados em uma folha
de plastico. A membrana de nitrocelulose possui duas linhas, uma para teste e outra
para controle. A coloragdo de ambas as linhas indica um resultado positivo; a
coloracao apenas da linha de controle indica um resultado negativo. Se nenhuma linha
aparecer, ou apenas a linha de teste for colorida, o teste é considerado invalido,
sugerindo um problema com o dispositivo ou com a resposta do teste (JAPOLLA et
al., 2015; O'FARRELL, 2015; BABACAR et al., 2010).

Figura 4 - Dispositivo LFT com resultado negativo e positivo respectivamente (baseadas em JAPOLLA, et al,

2015)
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Fonte: A propria autora (2022)
Nos ultimos anos, a aplicacdo dos testes de fluxo lateral se expandiu

significativamente, com destaque para o diagnéstico de doengas infecciosas, como a
COVID-19, onde foram amplamente adotados para a deteccao rapida do virus SARS-
CoV-2. Esse crescimento se deve a necessidade de ferramentas diagndsticas rapidas
e acessiveis, especialmente em situagdes emergenciais de saude publica (RUSSELL
et al., 2021).

Além de seu uso no campo da saude, os LFTs tém aplicagdes importantes em
outras areas, como seguranga alimentar, controle de qualidade em industrias e

monitoramento ambiental. A capacidade desses testes de fornecer resultados rapidos
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e de serem operados por pessoas com treinamento minimo os torna especialmente
uteis em contextos em que a agilidade na obtencéo de resultados € essencial (PANG
et al., 2020).

1.6 Caracterizagao de Refletancia Difusa

A espectroscopia por Reflectancia Difusa € uma técnica amplamente utilizada
para a analise de materiais solidos e liquidos, permitindo uma caracterizagdo nao
destrutiva dos compostos presentes. Baseia-se na medigao das interagdes entre a luz
refletida e a superficie da amostra, fornecendo informagdes sobre a composicao
quimica e as propriedades Opticas do material analisado (BERLINER et al., 2019).
Essa abordagem €& especialmente eficaz para materiais opacos ou com superficies
irregulares, onde a absorgao direta pode ser limitada.

Entre as vantagens da Reflecténcia Difusa esta a facilidade de preparacéo das
amostras, permitindo a analise direta de sdlidos, liquidos ou pés sem procedimentos
complexos. A técnica é particularmente util para investigar mudancas nas
propriedades superficiais e para estudar a interacdo entre materiais, 0 que a torna
ideal para pesquisas no desenvolvimento de dispositivos de diagnostico, como testes
de fluxo lateral (DE VOS, 2020).

No contexto do desenvolvimento de materiais para diagnostico, a
caracterizacao por Reflectancia Difusa desempenha um papel essencial ao avaliar as
interagdes de polimeros molecularmente impressos magnéticos (MMIP) com
compostos de interesse. Para verificar a viabilidade do uso do MMIP em diagnésticos,
foram realizados ensaios de Reflectancia Difusa para examinar a interacdao do
polimero com a curcumina.

Dessa forma, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um teste de
fluxo lateral (LFT) baseado em polimeros molecularmente impressos magnéticos
(MMIPs) do tipo Core@Shell para a quantificagédo seletiva de curcumina em amostras
de alimentos e farmacos. Considerando as propriedades farmacoldgicas e bioldgicas
relevantes da curcumina, bem como os desafios impostos pela complexidade das
matrizes alimentares, a utilizacdo de MMIPs surge como uma solugao promissora
devido a sua alta seletividade e eficiéncia no reconhecimento molecular,
especialmente quando combinada a praticidade e rapidez dos dispositivos de fluxo
lateral (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005; HUANG et al., 2018; BABACAR et

al., 2010). Diante desse contexto, o proximo topico apresenta os objetivos especificos
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desta pesquisa, delineando as etapas necessarias para o desenvolvimento e

validacao do dispositivo proposto.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivos Gerais
O trabalho visa desenvolver e aplicar um polimero magnético molecularmente
impresso (MMIP) a diferentes amostras de curcumina utilizando analises de
reflectancia difusa em sélidos para identificar o analito em amostras de medicamentos

e alimentos.

2.2 Objetivos especificos

. Os objetivos especificos do trabalho descrito envolvem as seguintes agdes
principais:

1. Desenvolver um polimero magnético molecularmente impresso (MMIP)
seletivo para curcumina, com base na técnica de polimeros do tipo Core@Shell, para
aplicagao em sistemas de diagnéstico de reflectancia difusa em sélidos.

2. Avaliar a seletividade e a capacidade de adsorcdo do MMIP em comparacao
com o polimero nao impresso (MNIP), utilizando isotermas de adsorgéo e testes com
diferentes interferentes como Tartrazina e Verde de Bromocresol, os quais contém
absorbancia em comprimentos de onda semelhantes.

3. Investigar a viabilidade do MMIP em dispositivos de fluxo lateral para
diagnodstico rapido, a fim de desenvolver um teste pratico para quantificagdo de
curcumina em alimentos e farmacos.

4. Realizar a caracterizagdo do MMIP por espectroscopia de infravermelho (FT-
RI) com Reflexdo Total Atenuada (ATR), analisando a interagdo com a curcumina e

os interferentes para verificar a eficacia dos materiais produzidos.

3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solugées

Neste estudo, foram utilizados os seguintes reagentes: curcumina (65%),
tartrazina, verde de bromocresol, acido metacrilico (98%), etileno glicol dimetacrilato
(EGDMA) (98%), azobisisobutironitrila (AIBN) (98%), tetraetoxisilano (TEOS) (98%),
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e 3-metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPS) (98%), todos adquiridos da Sigma-Aldrich®.

Além disso, foi empregado metanol grau HPLC da LiChrosolv®, hidréxido de aménio
(28-30%) e acido acético glacial, ambos da EMSURE®. O etanol absoluto foi obtido
da Exodo Cientifica Quimica Fina Industria e Comércio LTDA, enquanto o tolueno
P.A., FeClz.6H2O P.A., e acetato de sdodio trihidratado P.A. foram adquiridos da
LABSYNTH Produtos para Laboratérios Ltda. A agua utilizada foi ultrapura.

3.2 Instrumentagao

Os seguintes equipamentos foram utilizados: um analisador de fisiossorgao de
gases ASAP 2010 V5 0.1 da Micromeritics®, balanga analitica AUW220D da
Shimadzu®, sistema Mili-Q Ultra PureWater System da Milipore®, pHmetro de
bancada SP1800 da Sensoglass®, mini-centrifuga K14-1215 da KASVI®,
homogeneizador de amostras NH-2200 da Norte Cientifica Ltda., estufa de secagem
e esterilizagdo SL-100 e banho-maria SL 150/10 da Solab Cientifica Equipamentos
para Laboratério Ltda., e um sonicador da Unique Industria e Comércio de Produtos
Eletrénicos Ltda. As curvas de calibracdo e analises dos sobrenadantes foram
realizadas utilizando um espectrofotdmetro UV/Vis Cary 60 da Agilent Technologies®,
equipado com cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e o software
ScanCaryWinUV®, além de um acessorio Barrelino® para a caracterizagdo por
Reflexdo Total Atenuada (ATR). Foi utilizado também um im& de neodimio genérico.

3.3Sintese do MMIP e MNIP pelo método Core@Shell

As sinteses do polimero molecularmente impresso magnético (MMIP) e do
polimero ndo impresso magnético (MNIP) foram realizadas conforme o método

descrito por Hussain et al. (2016), com adaptagdes.

3.3.1 Sintese das nanoparticulas de magnetita (Fe;O,)

Inicialmente, 1,72 g de FeCl,-4H,0 e 4,72 g de FeCl;-:6H,0 foram dissolvidos
em 80 mL de agua ultrapura, sob agitacdo mecanica e atmosfera de nitrogénio. A
solucao foi aquecida a 80°C, e 10 mL de hidréxido de aménio concentrado foram
adicionados lentamente, gota a gota. A mistura foi mantida sob agitacédo e
aquecimento em atmosfera de nitrogénio por 30 minutos. O precipitado de Fe;0O,

formado foi separado com um im& de neodimio, lavado diversas vezes com agua
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ultrapura para remover os reagentes excedentes, e em seguida seco em estufa a 50°C

por pelo menos 12 horas, para uso nas etapas subsequentes.
3.3.2 Recobrimento das nanoparticulas de magnetita com silica

Cerca de 300 mg de magnetita foram dispersos em solugao contendo 40 mL
de etanol anidro e 10 mL de agua deionizada, utilizando ultrassom por 15 minutos. Em
seguida, foram adicionados 5 mL de hidréxido de amdnio concentrado e 2 mL de
TEOS. A mistura foi mantida sob agitagcdo mecanica por 12 horas. O precipitado de
magnetita recoberta com silica (Fe;0,@SiO,) foi entdo separado com um ima de
neodimio, lavado varias vezes com agua deionizada e seco em estufa a 50°C por pelo
menos 12 horas.

3.3.3 Funcionalizagéo das nanoparticulas com MPS

Em um baldo contendo 50 mL de tolueno, foram adicionados 5 mL de MPS e
250 mg de magnetita recoberta com silica (Fe;O0,@SiO;). A mistura foi mantida sob
agitacdo mecanica por 12 horas, em atmosfera de nitrogénio. O precipitado de
magnetita funcionalizada (Fe;O,@SiO,-C=C) foi separado com um im& de neodimio,
lavado com metanol para remover os reagentes em excesso, e seco em estufa a 50°C

por pelo menos 12 horas.

3.3.4 Sintese e lavagem do MMIP e MNIP

Com base em simulagdes computacionais realizadas no grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Maria Del Pilar Taboada Sotomayor, que identificaram o acido metacrilico
como mondmero funcional adequado para a sintese de um MMIP para curcumina em
etanol, foi realizado o seguinte procedimento:

Para a sintese do MMIP, 0,2 mmol de curcumina e 0,8 mmol de acido
metacrilico foram mantidos sob agitagdo mecénica em 30 mL de etanol anidro por 12
horas para a formagdao do complexo template/monémero funcional. Apds esse
periodo, 200 mg de magnetita funcionalizada (Fe;O0,@SiO,-C=C) foram adicionados
a mistura, que foi agitada por mais 3 horas. Em seguida, 4 mmol de EGDMA foram
adicionados, e a mistura foi purgada com nitrogénio gasoso. Posteriormente, 0,5 mmol
de AIBN foram adicionados, e a mistura foi sonicada por 5 minutos. A temperatura foi
elevada a 60°C, e a reacao foi mantida sob atmosfera de nitrogénio por 2,5 horas. As
particulas formadas foram entdo lavadas em sistema Soxhlet com uma solugéo de
metanol:acido acético glacial (9:1, v/v), até a remog¢ao completa da curcumina. O

material foi entdo seco em estufa a 50°C por pelo menos 12 horas e peneirado com
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malha de 115 Mesh. O MNIP foi sintetizado e lavado da mesma maneira, porém sem

a adicao de curcumina.

3.4 Ensaios de adsorgao

Diversos ensaios de adsorcao foram realizados utilizando MMIP e MNIP. Para
cada ensaio, uma quantidade especifica do material (MMIP ou MNIP) foi adicionada
a um eppendorf, seguida de 2 mL de solugdo de curcumina ou corante de
concentragdo conhecida. O eppendorf foi fechado e agitado por um tempo
determinado, seguido de centrifugacédo a 15.000 rpm por 30 minutos para separar o
material da solugdo. O sobrenadante foi filtrado com filtros de PFTE da Agilent e
analisado por espectrofotometria no visivel, utilizando curvas analiticas especificas
para cada corante: 400 nm para direct yellow 50, 430 nm para curcumina e tartrazina,
484 nm para sunset yellow, e 515 nm para acid red 114. Todos os ensaios foram
realizados em quadruplicata, sendo uma delas utilizada para ambientacéo do filtro, a

fim de evitar erros de adsor¢éo dos corantes.

3.4.1 Isotermas de adsorgao

Parametros Fixos:

- Material (MMIP ou MNIP): 2,0 mg

- Temperatura ambiente (~25 °C) (~25 °C)

- Tempo de adsorc¢éo: 60 minutos

Paréametro Variavel:

- Solugédo: 2 mL de curcumina em concentragdes variando entre 1,0 mg L™ e
10 mg L™, em metanol/solugéo tampao acetato 0,1 mol L™ pH 5,0 (propor¢ao 50:50

em volume)

3.4.2 Influéncia do pH na Adsorcdo de Curcumina nos Materiais Sintetizados

Paréametros Fixos:

- Material (MMIP ou MNIP): 2,0 mg

- Temperatura ambiente (~25 °C)

- Tempo de adsorcdo: 60 minutos

Paréametro Variavel:

- Solugao: 2 mL de curcumina (5,0 mg L™") em metanol/solugdo tampao acetato
0,1 mol L™ com pH variando entre 3,5 e 5,5 (proporgédo 50:50 em volume)

3.4.3 Caracterizagdo por Reflexdo Total Atenuada (ATR)
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Para avaliar a viabilidade de utilizacdo do MMIP em testes de fluxo lateral,
foram realizados testes de caracterizagdo por Reflexdao Total Atenuada (ATR). A
analise foi conduzida no espectrofotdmetro utilizando o Barrelino® e o Software
ScanCaryWinUV®. Primeiramente, preparou-se uma amostra de concentragéo
conhecida de curcumina em metanol, adicionando 2 mL dessa solugdo a um
eppendorf contendo uma pequena quantidade do MMIP. O eppendorf foi fechado,
mantido em agitagao por 2 horas e, em seguida, centrifugado a 15.000 rpm por 30
minutos para separar o material da solugdo. O sélido encontrado no fundo do frasco
foi colocado em estufa por 24 horas para secagem total, e o MMIP com adicdo de
curcumina foi entdo submetido a analise por ATR.

As concentragdes utilizadas variaram conforme os dados apresentados na
tabela:

e Amostras [umol L']: 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50;
« Para cada concentracao, foram utilizadas 5 mg de MIP e NIP por amostra.
« Caélculos realizados: Exemplo para 1 pmol: 368,38 g mol-' = 0,036838 g umol-"

(curcumina), seguindo proporcionalmente para as demais concentragoes.

Além disso, foram testadas 8 amostras de MIP + NIP e 2 amostras de cada
interferente. Os interferentes testados foram Verde de Bromocresol e Tartrazina:

o Tartrazina: Massa molar (MM) = 534,36 g mol-!, equivalente a 0,053436 g/umol.
« Verde de Bromocresol: Massa molar (MM) = 698,02 g mol-', equivalente a

0,068505 g/ umol-'.

As amostras com interferentes seguiram o mesmo procedimento descrito,
utilizando as massas molares adequadas para cada substancia.

A Figura 5, demonstra o processo de Caracterizagdo por Reflexdao Total

Atenuada (ATR) de forma simplificada.

Figura 5 - Processo de Caracterizagdo por Reflexdo Total Atenuada (ATR) simplificado
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Fonte: A propria autora (2022)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este estudo foi realizado como uma continuagao do trabalho anterior do grupo,
intitulado "Sintese e caracterizagdo de MMIP tipo Core@Shell para quantificagdo de
curcumina" por José Henrique Marques. No desenvolvimento da pesquisa, foram
adotados diversos parametros, como o tempo de adsor¢ao, a faixa de seletividade de
pH, o modelo linearizado tedrico, e a escolha da mistura de metanol/solugéo tampao
acetato na proporgao 50:50 (v/v), com base nos resultados obtidos no referido
trabalho. Esses parametros foram fundamentais para otimizar as condi¢des de
adsorgao e garantir a alta seletividade dos MMIPs sintetizados para curcumina, assim
como para o desenvolvimento de métodos analiticos mais precisos e eficientes para
a quantificacdo do analito em diferentes matrizes.

A analise qualitativa dos MMIP e MNIP obtidos com um ima de neodimio
demonstrou a presenga de efeito magnético, confirmando o sucesso da sintese de
magnetita.

Curvas analiticas foram coletadas para a quantificacdo de curcumina em
tampao metanol/acetato 50:50 (V/V) em diferentes faixas de concentragéo, variando
de 1 a 7 mg L', com diferentes niveis de pH. Os resultados das equagdes de
regressdo linear e os respectivos coeficientes de determinagcdo (R?) estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Curvas analiticas para a curcumina em diversos pHs.

PH do _ Coeficiente de
_ Regresséao linear L

tampao acetato determinacao (R?)

3,5 y=0,126x-0,0212 0,9999

4 y=0,1248x-0,0075 0,9993

4,5 y=0,1199x+0,0008 0,9994

5 y=0,1335x-0,0198 0,9997

55 y=0,1115x+0,0249 0,9945

Fonte: MARQUES, J. H. (2019)
A Figura 6 ilustra o espectro de absorgao da curcumina em uma solugao 50:50

de metanol/agua, com absor¢gdo maxima em torno de um comprimento de onda (A) de
427 nm. Esse comprimento de onda foi utilizado na curva de calibragéo para o ensaio

da curcumina, visto nas Figura 7.
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Figura 6 - Espectros de absor¢do da curcumina em diferentes concentragées, preparadas em metanol/agua 50:50
(V/V).
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Fonte: A propria autora (2022)

Figura 7 - Curva Analitica Curcumina com A = 427 nm a partir dos Espectros de absorgdo da curcumina em
diferentes concentragdes, preparadas em metanol/agua 50:50 (v/v).
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Os valores de pH escolhidos para os testes de adsor¢cdo com MMIP e MNIP
basearam-se na baixa estabilidade da curcumina em pH neutro e basico (7,2, 8,0 e
10,0), onde ocorre rapida degradagao na presencga de tampao fosfato (ALVES et al.,
2019). Dessa forma, optou-se pelo uso de solugado de metanol/solu¢cao tampao acetato

com pH variando de 3,5 a 5,5 para os testes de absorbancia.

4.1Isoterma de adsorg¢ao

Durante os testes, a concentrag&o inicial da solugdo de curcumina (Ci) foi
alterada, enquanto os demais parametros foram mantidos constantes. A Figura 8
apresenta o0 modelo de Freundlich, utilizando 5,0 mg de material, temperatura

ambiente (~25 °C), e solugdes de curcumina em metanol/solugao tampao acetato de
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pH 5,0 50:50 (v/v).

Figura 8 - Modelo de Freundlich, utilizando 5,0 mg de material, Temperatura ambiente (~25 °C) e solugbes de

curcumina em metanol/solugdo tampé&o acetato de pH 5,0 50:50 (v/v).
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Fonte: A propria autora (2022)

O modelo de Freundlich, visto na Figura 8, foi escolhido por considerar a
diversidade de sitios de adsor¢cdo nos materiais, revelando que a adsorcdo do MMIP
é superior a do MNIP, ainda que a diferenga nao seja significativa. Esse fenbmeno
pode ser explicado pela quantidade maior de sitios ndo especificos, que diminui a
diferenca de seletividade entre os polimeros. Assim, mesmo com as cavidades do
MMIP voltadas para a curcumina, a influéncia dos sitios ndo seletivos pode ter
prevalecido, levando a capacidades de adsor¢cado bastante semelhantes para ambos
0s materiais.

Além disso, para entender o comportamento dos materiais em relagcédo a
concentragédo de curcumina, foi realizado o teste de delta de reflectancia em fungéo
da concentragdo do MMIP e do MNIP, cujos resultados s&o apresentados na Figura
9. O delta de reflectancia (%AR) indica a variagao de sinal na reflectancia devido a
interacdo dos materiais com diferentes concentragbes de curcumina, permitindo

avaliar a capacidade de reconhecimento seletivo dos polimeros.

Figura 9 - Grafico de Comprimento de onda por Porcentagem de Reflectancia
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Fonte: A prépria autora (2022)
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A anadlise dos dados apresentados na Figura 9 demonstra que o MMIP
apresenta desempenho superior ao MNIP na maioria das concentragdes analisadas.
A curva do MMIP mostra uma tendéncia de maior variagdo no sinal de reflectancia
(%AR), indicando uma maior capacidade de adsorgcéo seletiva da curcumina. Esse
comportamento sugere a presenga de cavidades seletivas no MMIP, responsaveis
pelo reconhecimento molecular mais eficiente.

No entanto, foi observada uma aproximacao entre os valores de MMIP e MNIP
na faixa de concentracao entre 20 e 30 umol L™". Isso pode ser atribuido a saturacao
dos sitios seletivos do MMIP ou a interferéncia de sitios ndo especificos presentes em
ambos os materiais, o que reduz a seletividade nesse intervalo de concentragdo. Além
disso, na concentragao de 20 pmol L™, um erro experimental pode ter contribuido para
uma anomalia no comportamento esperado do delta de reflectancia.

A partir da concentracao de 30 ymol L™, o MMIP volta a apresentar valores
superiores, confirmando sua funcionalidade como material seletivo, enquanto o MNIP
exibe uma queda continua no delta de reflectdncia, reforgando a auséncia de
cavidades seletivas e a predominadncia de interacbes nao especificas. Esses
resultados corroboram a eficacia do MMIP para o reconhecimento seletivo da
curcumina, ainda que o efeito dos sitios ndo seletivos possa influenciar parcialmente

o comportamento dos materiais.

4.2 Testes de Reflectancia Difusa

Em seguida, foram realizados os testes de Reflectancia Difusa, para realizar a
verificagcao da possibilidade de utilizagado do MMIP em testes de lateral flow. Os testes
de Reflectancia Difusa foram realizados em triplicata, assim como o de interferentes.

Na Tabela 2, e no grafico representado pela Figura 10 temos os resultados da
porcentagem de reflecténcia e a porcentagem relativa de reflectancia encontrada no
delta do comprimento de onda do analito e dos interferentes nas concentragdes de 15

umol L-'e 20 umol L -' respectivamente.

Tabela 2 - Porcentagem de reflectancia encontrada em cada concentragéo do analito e dos interferentes para as

concentragbes de 15 umol L -1 e 20 umol L1, com A=427 nm

15 pmol L 20 pymol L
Curcumina 37,71 4,71 33,73 £ 3,30
Tartrazina 36,80 + 17,66 39,72 + 3,30
Verde de Bromocresol 51,22 +2,88 46,63 + 1,43

Fonte: A propria autora (2023)



31

Figura 10 - Porcentagem relativa de reflectancia encontrada no delta do comprimento de onda de cada
concentragao de interferentes
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Fonte: A prdpria autora (2024)

Os testes de Reflectancia Difusa indicaram que o MMIP sintetizado nao é
adequado para testes de fluxo lateral, principalmente devido aos resultados obtidos
com os interferentes. Além disso, o MMIP n&o apresentou propriedades de mudanca
de cor ou fluorescéncia na presenga do analito, inviabilizando seu uso em dispositivos

de fluxo lateral.

5. CONCLUSAO

Apesar das dificuldades encontradas ao longo do projeto, foi possivel sintetizar
um polimero magnético molecularmente impresso (MMIP) seletivo para curcumina,
demonstrando a viabilidade da técnica de impressao molecular para reconhecimento
molecular, uma abordagem amplamente aplicada em sensores para detecgédo de
analitos especificos. A obtencdo de MMIPs tem sido explorada devido a sua
capacidade de realizar reconhecimento molecular seletivo, o que a torna util em
diversas areas, como analise de alimentos, farmacos e diagndstico. Entretanto, o
desenvolvimento de testes de fluxo lateral ndo foi viavel, o que abre caminho para
futuras investigagdes, incluindo o desenvolvimento de MIPs com nucleos alternativos,
como materiais fluorescentes ou com capacidade de mudanga de cor ao interagir com
o analito, sem interferéncias.

Para avangar nessa direcdo, estudos sugerem a incorporagdo de
nanoparticulas de 6xidos metalicos, como nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) ou
diéxido de titanio (TiO,), que sdo reconhecidas por suas propriedades fluorescentes e
alta estabilidade quimica. Esses materiais tém sido usados com sucesso como
nucleos eficientes em MIPs, potencializando a resposta de sensores Opticos e
garantindo a durabilidade dos dispositivos de detecgdo (HUANG et al., 2018).
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Outra abordagem promissora € o uso de quantum dots (pontos quéanticos) como

nucleo dos MIPs, pois esses nanomateriais oferecem alta intensidade de emisséao e
podem ser facilmente funcionalizados, promovendo interacdes seletivas com a
curcumina, tornando-os ideais para sensores de alta sensibilidade (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

Além disso, corantes fluorescentes como rodio ou fluoresceina podem ser
integrados ao nucleo do MIP, proporcionando uma solugéo visual imediata através da
mudancga de cor ou emissao de luz ao entrar em contato com a curcumina (TARLEY;
SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). Essas abordagens aumentariam a sensibilidade e
seletividade dos dispositivos de detecgdo, além de minimizar interferéncias nas
amostras, promovendo um avanco significativo no desenvolvimento de sensores mais

precisos e eficientes para quantificagdo de curcumina.
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