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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos com maior seletividade e sensibilidade tem ampla
importancia para a determinacdo de diferentes compostos quimicos. O emprego de polimeros
molecularmente impressos, do inglés “Molecularly Imprinted Polymers” (MIP), que sdo obtidos
por polimerizacdo na presenca de uma molécula molde (template) a ser impressa, de tal forma
que um esqueleto polimérico é formado ao redor do. No caso deste trabalho, o template utilizado
foi a ciprofloxacina, antibidtico amplamente empregado no tratamento de doencas de seres
humanos e animais. Desta maneira foi realizado a sintese das nanoparticulas magnéticas de
6xido de ferro, pelo método de co-precipitacdo, estas foram recobertas com MIP em sua
superficie, formando assim um material hibrido do tipo Core-Shell. Foram realizadas duas
sinteses distintas, sendo um primeiro MIP utilizando apenas o acido acrilico como mondmero
funcional (Mag-MIP1), e um segundo MIP tendo em sua estrutura o acido acrilico e o 1-
vinilimidazol como mondmeros funcionais (Mag-MIP2). Os materiais foram caracterizados
fisicamente por diferentes técnicas. Foram realizados experimentos de otimizagdo do Mag-MIP1
e Mag-MIP2, foi observado que o Mag-MIP1 exibiu um tempo 6timo de interacdo de 120 min
em meio aquoso, enquanto que o Mag-MIP2 apresentou um tempo 6timo de interacdo de 30 min
em meio de agua/metanol (70:30) v/v. No que se refere ao parametro de seletividade, o Mag-
MIP2 exibiu um valor de seletividade (S) > 2, enquanto que o0 Mag-MIP1 apresentou valores de
S>1. Os materiais desenvolvidos foram aplicados como fase dispersiva extratora em amostras
de leite bovino do tipo integral e do tipo desnatado. Sob as mesmas condic¢des experimentais, foi
avaliada a capacidade de extracdo da ciprofloxacina adsorvida nos materiais sintetizados. O
Mag-MIP1 apresentou um percentual de recuperacdo médio de 85% para amostras de leite
bovino do tipo integral e 90% para amostras de leite bovino do tipo desnatado. O Mag-MIP2
exibiu o valor de 80% para amostras de leite bovino do tipo integral e 55% para amostras de leite
bovino do tipo deshatado, sugerindo que neste caso precisa-se ainda otimizar a dessorcdo do
analito para obtencdo de resultados satisfatorios para o Mag-MIP2. Contudo, os Mag-MIP
desenvolvidos mostraram-se promissores para serem utilizados como fase adsorvente em
sistemas de extracdo em fase solida e, evidencia que o uso de dois mondmeros funcionais podera
melhorar a eficiéncia dos polimeros molecularmente impressos, uma vez que mostrou maior
seletividade e menor tempo de interacdo para a adsorcao de ciprofloxacina, contribuindo para o

avancgo no grupo e na area de pesquisa.

Palavras chaves: Ciprofixacina, polimeros molecularmente impressos, nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro e materiais hibrdos.



ABSTRACT

The development of analytical methods with greater selectivity and sensitivity is of great
importance for the determination of different chemical compounds. The use of molecularly
imprinted polymers (Molecularly Imprinted Polymers) (MIP), which are obtained by
polymerization in the presence of a template molecule to be printed, such that a polymeric
backbone is formed around the polymer. In the case of this work, the template used was
ciprofloxacin, an antibiotic widely used in the treatment of diseases of humans and animals. In
this way the synthesis of iron oxide magnetic nanoparticles was performed by the co-
precipitation method, these were covered with MIP on their surface, forming a hybrid material of
the Core-Shell type. Two distinct syntheses were performed, a first MIP using only acrylic acid
as a functional monomer (Mag-MIP1), and a second MIP having acrylic acid and 1-
vinylimidazole as functional monomers (Mag-MIP2). The materials were physically
characterized by different techniques. Mag-MIP1 and Mag-MIP2 optimization experiments were
performed, Mag-MIP1 showed an optimal interaction time of 120 min in aqueous medium, while
Mag-MIP2 showed an optimal interaction time of 30 min in water / methanol (70:30) v / v
medium. As for the selectivity parameter, the Mag-MIP2 exhibited a selectivity value (S) > 2,
while the Mag-MIP1 presented values of S>1. The materials developed were applied as
extractive phase dispersion in samples of bovine milk of the whole type and skimmed-milk type.
Under the same experimental conditions, the extraction capacity of ciprofloxacin adsorbed on the
synthesized materials was evaluated. Mag-MIP1 presented an average recovery percentage of
85% for bovine whole milk samples and 90% for skim milk type samples. Mag-MIP2 showed
the value of 80% for bovine milk samples of the integral type and 55% for samples of bovine
milk of the skimmed type, suggesting that in this case it is still necessary to optimize the
desorption of the analyte to obtain satisfactory results for the Mag-MIP2. However, the
developed Mag-MIPs have shown to be promising to be used as an adsorbent phase in solid
phase extraction systems, and it shows that the use of two functional monomers may improve the
efficiency of the molecularly printed polymers since it showed greater selectivity and lower
interaction time for adsorption of ciprofloxacin, contributing to the advancement in the group

and in the research area.

Keywords: Ciproflxacin, molecularly printed polymers, magnetic nanoparticles of iron oxide

and hybrid materials.
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1.  INTRODUCAO

Diversas doengas infecciosas que assolaram a populacdo ja foram descritas durante o
desenvolvimento da humanidade. O primeiro relato registrado na histéria foi descrito pelo
historiador Tucidides, por volta do ano 430 a.C., de uma peste que acometeu a populacdo de
Atenas. (1). Na ldade Média, por volta do século XII, cerca de um terco da populacdo mundial
da época foi morta devido & Peste Negra, infeccdo altamente contagiosa que ganhou esse nome
pelo fato de o principal sintoma ser o surgimento de feridas que apresentavam secrecdo de cor
escura. (2,3). No avancar da histdria, outra doenca infecciosa que se destacou foi a sifilis, que
teve seu primeiro diagnéstico nos anos de 1494 e 1495 e matou milhdes de pessoas. (4)

Desde os primeiros registros histéricos da humanidade até o seculo XVII, as doencas
eram associadas a algum tipo de desequilibrio do homem com a natureza, ou ligadas a religido,
como forma de castigo dos deuses para com a desobediéncia de seu povo. Entretanto, em 1665, o
cientista Robert Hooke desenvolveu o primeiro microscéopio optico, no qual foi possivel observar
pequenas unidades na forma de “caixas ou células” em um pedago de cortica. Com o passar do
tempo, Hooke melhorou seu invento e conseguiu visualizar de forma separada cada célula. A
descoberta de Hooke assinalou a origem da teoria celular, a qual afirmou que “todas as coisas
vivas sdo formadas por células”. (5)

Em 1673, Antonie van Leeuwenhoek, mercador holandés e cientista amador, projetou um
novo microscopio, no qual foi possivel observar pela primeira vez um microrganismo. Entre
1673 e 1723, ele escreveu uma série de cartas para a Royal Society of London relatando suas
observac¢des, que ele nomeou como “animalculos”. (6) Van Leeuwenhoek fez desenhos
minuciosos de “animalculos” do material raspado de seus dentes, de suas proprias fezes e agua
da chuva. No entanto, apenas em 1828 o termo Bacterium foi introduzido pelo microbiologista
alemdo Christian Gottfried Ehrenberg. O género Bacterium concebia bactérias com formato de
bastdo ndo formadoras de esporos. (7,8)

Louis Pasteur, cientista francés, desenvolveu em 1860 uma serie de experimentos
utilizando caldo de carne com a finalidade de comprovar a existéncia dos microrganismos no ar,
0s quais poderiam contaminar solucdes estéreis, mostrando assim, que 0 ar por si S0 ndo teria a
capacidade de criacdo de microbios. (5,9)

O trabalho de Pasteur foi decisivo e evidenciou que 0s microrganismos nao podem se
originar das forcas misticas existentes em materiais ndo vivos. Ele mostrou que o0s

microrganismos podem estar presentes na matéria ndo viva, em solidos, liquidos e no ar.
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Também comprovou que o calor extinguia a vida microbiana, baseando assim técnicas de
assepsia que sao utilizadas de forma rotineira em inddstrias alimenticias e procedimentos
médicos-laboratoriais até nos dias atuais. (5,9)

No ano de 1876, um jovem médico alemdo conhecido como Robert Koch, o qual era rival
de Pasteur na corrida para o descobrimento da causa da doenca de antraz, realizou Varios
experimentos utilizando sangue de gado, que foram capazes de isolar a bactéria Baccilus
anthracis causadora do antraz. Deste modo, Koch estabeleceu uma série de etapas experimentais
para a correlacdo de uma determinada infeccdo com um microrganismo especifico. Esses passos
foram chamados de “postulados de Koch”, e ainda sdo utilizados como critério de avalicdo e
selecéo. (5,10,11)

Embora ja tivesse sido descoberto na segunda metade do século XIX que as bactérias
eram as causadoras de inimeras doencas, ainda ndo existia um método efetivo para o seu
combate. No entanto, dois médicos realizaram estudos de grande relevancia para o combate de
doencgas infecciosas, os bacteriologistas Paul Ehrlich e Alexander Fleming. Ehrlich observou
uma afinidade de determinados corantes por alguns tipos de células bacterianas, animais e
humanas. Com isso, ele apontou a ideia da possibilidade de criar substancias quimicas que
seriam capazes de agir de forma seletiva as células bacterianas, sem que afetassem o hospedeiro,
o que ele chamou de “bala magica”. Deste modo, Ehrlich e seus colaboradores sintetizaram uma
droga organoarsénica para o combate da sifilis. Esta droga foi chamada de arsfenamina e a
empresa Hoechst realizou a sua comercializacdo até o final de 1910 sob o nome de Salvarsan.
(5,12-15).

Alexander Fleming observou, em 1928, o aparecimento de um bolor azul em algumas
areas especificas de uma placa de Petri, onde era cultivava Staphylococcus aureus, o qual
apresentava a capacidade de inibir o crescimento das col6nias bacterianas na area que ele
circundava. Esse mecanismo de inibicdo observado entre coldnias em meios de cultura solida é
denominado de antibiose, 0 que deu origem ao termo antibi6tico, que é uma substancia
produzida por um certo tipo de microrganismo que, em baixas quantidades, tem a capacidade de
inibir a acdo de outros microrganismos. O bolor observado por Fleming foi identificado como o
fungo Penicillium notatum, e seu composto ativo foi isolado e chamado de penicilina.
(5,12,14,16,17)

Os trabalhos de Paul Ehrlich e Alexander Fleming foram de extrema importancia e
abriram novas perspectivas no desenvolvimento de antibidticos para o combate de doencas
infecciosas. Atualmente, existem diversas classes de antibioticos, sendo que sdo classificados de

acordo com a estrutura quimica e 0 mecanismo de acdo contra a bactéria. As principais classes
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de antibidticos s@o: aminoglicosideos, macrolideos, anfenicdis, tetraciclinas, B-lactamicos e
quinolonas. (5,14,18)

Uma classe de antibidticos sintéticos que possui extremo destaque pelo seu amplo
espectro de acdo € a classe das quinolonas. A molécula que deu origem a essa classe foi o0 acido
nalidixico, que foi isolada em 1962 por George Lesher como um subproduto da sintese de
cloroquina, originando a primeira geragédo de compostos da classe das quinolonas. A introducgéo
do acido nalidixico, em meados do ano de 1962, no tratamento de doencas infecciosas do trato
urinario ndo apresentou grande sucesso devido a sua alta toxicidade, baixo espectro de acao e
baixa eficiéncia de tratamento. (19,20)

Com isso, houve uma série de pesquisas com a finalidade de diminuir a toxicidade,
aumentar a eficiéncia e o espectro de acdo do &cido nalidixico. A primeira mudanca foi a
insercdo de um anel piperizidico na posicdo C6, formando assim o acido pipemidico, o que
melhorou a eficacia da droga. No entanto, o grande avanco no desenvolvimento de
medicamentos a base do acido nalidixico foi a insercdo de um &tomo de fldor na posi¢édo C7,
formando assim a norfloxacina. Com isso, houve um aumento significativo no espectro de acao
em bactérias gram-negativas e gram-positivas. Desta forma, surgiu a segunda geracdo de
quinolonas, nomeadas como fluoroquinolonas. Esta descoberta foi realizada por Hiroshi Koga e
colaboradores em 1977, no Kyorin Companhia no Japéo e patenteada em 1978. (21-23)

Em 1981, trés anos ap0s o patenteamento da norfloxacina, foi sintetizada pelo laboratério
da Bayer AG mais um composto da segunda geracdo de quinolonas, a ciprofloxacina, cuja
estrutura € mostrada na Figura 1, com nome comercial CIPRO® e cddigo Bay 09867, a qual foi
patenteada sob o nimero EP-B-0 049 355 e registrada na data de 21.08.1981. (24-26)
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Figura 1 — Estrutura molecular da ciprofloxacina.
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Fonte: Proprio autor.

A ciprofloxacina, cujo nome IUPAC ¢é acido acidol-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-
piperazinil-1-quinolina-3-carboxilico, possui um sal na forma de cloridrato, sendo um pé branco
soltivel em 4gua, com massa molecular de 385,82 g mol™. O composto apresenta dois valores de
pKa, o primeiro valor é 6,3, sendo referente a desprotonacdo do grupo carboxilico (pKay),
enquanto que o segundo (pKay) no valor de 8,9 é referente a desprotonacdo do nitrogénio do anel
piperizidico. (27)

No que se refere a seu espectro de acdo, a ciprofloxacina é fortemente ativa contra a
maioria dos cocos gram-positivos, também é ativa contra bacilos aerébicos gram-negativos e
possui acdo moderada contra micoplasma, clamidia, ureplasma e algumas micobactérias.
(21,22,26)

A ciprofloxacina tem sua acdo sobre duas enzimas topoisomerases essenciais na
replicacdo do DNA bacteriano, a DNA-girase e a topoisomerase IV, as quais apresentam
estruturas semelhantes, porém com funcfes distintas. A DNA-girase atua em conjunto com a
proteina ®, uma topoisomerase de tipo I, no estabelecimento da densidade super-hélica do
cromossomo bacteriano. Além do mais, a girase tem o papel principal na remocdo do estresse
torsional que se concentra na frente dos complexos de transcricdo e dos garfos de replicacdo. A
topoisomerase IV apresenta a funcdo de remocdo de nés que se acumulam no cromossomo
bacteriano ap6s processos celulares basicos, além de separar a fita molde da nova fita de DNA
formada apds a replicagdo. (5,21,28-30)

Devido ao vasto espectro de acdo, a ciprofloxacina é administrada no tratamento de

doencas infecciosas de animais e humanos. Nos animais & aplicada como recurso terapéutico
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para doencas do trato gastrointestinal e respiratério de gado de corte, utilizado contra a mastite
em gado de leite e na avicultura no tratamento de infeccdes dérmicas. (31-34)

Nos seres humanos é aplicada no combate de infec¢bes do trato urinario (35-37), trato
gastrointestinal (38—40) e trato respiratdrio (41-43).

Diante do grande espectro de acdo e do seu efeito rapido sobre a infeccdo, a
ciprofloxacina, comumente, é prescrita pelos médicos como uma forma extremamente eficaz.
Contudo, ha& estudos que indicam alguns problemas causados em pacientes que foram
administrados com ciprofloxacina.

Hipoteticamente, a ciprofloxacina ndo tem acgdo sobre as células humanas, devido a baixa
homologia entre as enzimas girasse e topoisomerase. No entanto, existem estudos que mostram
que a ciprofloxacina tem efeitos sobre a homeostase dos fibroblastos presentes no tenddo. Outro
efeito é que a ciprofloxacina tem acdo quelante em contato com alguns metais, como Mg**, AlI**
e Ca?*; afetando assim a sintese de colageno, promovendo a degradacdo da cartilagem. Essas
observacdes foram evidenciadas com alguns estudos realizados utilizando animais de laboratério
e células de fibrioblastos cultivadas in vitro. (44-46)

Outro problema causado pela ciprofloxacina em humanos é a neuropatia periférica,
doenca que causa a destruicdo do nervo periférico, o qual transporta o impulso nervoso do
cérebro e medula espinhal para os membros do corpo. O antibi6tico atua sobre os receptores
GABA,, inibindo-o de mediar o transporte de um dos principais neurotransmissores do cérebro,
0 acido aminobutirico. O que desencadeia diversos sintomas, como fraqueza, dor, sensacdo de
ardéncia, mudanca na sensacdo de toque e calor, dificuldade de locomoc¢édo, perda de massa
muscular que, geralmente, afeta bracos e pernas, podendo ser irreversiveis. (47-50)

E observado também que a ciprofloxacina pode causar danos hepaticos nos individuos
em que foi administrada. O mecanismo de lesdo ainda é desconhecido, porém é observada a
inducdo de necrose hepatocelular pelo uso de ciprofloxacina. Esse dano pode ocasionar prejuizos
na execucao da funcdo hepética, alem de, em casos extremos, ocasionar cirrose ou hepatite. (51—
54)

Além dos problemas listados acima, a ciprofloxacina apresenta uma alta permanéncia no
meio ambiente, 0 que pode acarretar o surgimento de cepas de bactérias resistentes ou
superbactérias. (55-57) Desta maneira, o desenvolvimento de métodos analiticos para o controle
dos residuos de ciprofloxacina dispersos no meio ambiente é de suma importancia, pois permite
monitorar os niveis de residuos deste antibidtico, precavendo assim todos os maleficios que o

mesmo pode causar. (58)
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Na Europa, os paises membros da Unido Europeia possuem um Orgdo responsavel
especifico para monitoramento de residuos de substancias quimicas em diferentes matrizes.
Dentro deste 6rgdo, hd um programa comum de monitoramento de residuos quimicos realizado
por todos os paises da Unido Europeia, a European Environment Agency (Agéncia Ambiental
Européia). Este programa realizou a estipulacdo de limites méaximos aceitaveis (LMR) de
ciprofloxacina em diferentes amostras de alimentos, os LMR’s por quilograma de amostra:
100 pg kg™ para masculo de sufnos, bovinos e aves, 200 pg kg™ para figado suino e de aves,
300 pg kg™ para figado de bovinos e 100 pg kg™ para leite de bovinos, ovinos e caprinos. (59)

No Brasil, existem dois programas nacionais que monitoram a presenca de residuos de
medicamentos veterinarios em produtos de origem animal. O primeiro € o Programa de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet), o qual pertence a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que analisa leite e derivados. O segundo ¢é o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual inclui programas setoriais para analise
de carne, leite, ovos, mel e pescado. Desta maneira o Limite de Residuos Maximo permitido para
a ciprofloxacina em musculo e leite de bovinos é de 100 pg L™ ou 100 pug Kg™ e em musculo e
ovos de galinha em 10 pg Kg™. (60)

Atualmente existem diversas metodologias relatadas na literatura para a identificacéo e
quantificacdo de ciprofloxacina em matrizes. Uma técnica analitica bastante empregada € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés “High performance liquid chromatography” —
(HPLC), pois por meio desta se possibilitou o desenvolvimento de uma metodologia validada
para a determinacdo de ciprofloxacina em formulagdes farmacéuticas, alimenticias e em meio
bioldgico, como urina e plasma sanguineo. Desta maneira o cromatografo pode ser acoplado a
diferentes tipos de detectores baseados em métodos espectroscopicos.

O acoplamento do cromatdgrafo a um detector de ultravioleta-visivel (UV-Vis) consiste
em uma alternativa viavel para a deteccdo e quantificacdo de cirprofloxacina. Diante desta
conjuntura Vella e colaboradores (61) desenvolveram uma metodologia répida para a
determinacédo de ciprofloxacina em plasma sanguineo humano. Os autores obtiveram valores de
limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo de (LQ) de 0,01 ugmL™ e 0,05 ug mL™,
respectivamente. Também foi avaliado o percentual de recuperacdo de ciprofloxacina em
amostras de plasma sanguineo humano, obtendo valores médios proximos a 95%. Assim foi
concluido por Vella e colaboradores (61) que a metodologia desenvolvida é de simples
execucdo, rapido tempo de analise e alta relacdo custo-beneficio, pois o tempo total para de

analise é de 5 min e o gasto de amostra para a analise é de apenas 400 pL.
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Devido a ciprofloxacina apresentar em sua estrutura dois anéis aromaticos conjugados, é
possivel realizar sua detecgdo e quantificacdo utilizando a espectroscopia de fluorescéncia. Desta
forma, é acoplado ao cromatdgrafo um detector de fluorescéncia. (62,63)

He e Blaney (64) descrevem uma metodologia para determinagdo e quantificacdo de
diferentes fluoroquinolonas, incluindo a ciprofloxacina, em amostras de agua e esgoto coletadas
de uma esta¢do de tratamento, utilizando como técnica de detec¢do a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detector de fluorescéncia. Foi utilizado como fase mével um
gradiente com tempo de eluicdo de 0 a 33 min, onde ha uma variacdo entre a porcentagem de
metanol, acetonitrila e solucdo aquosa de &cido ortofosférico 0,02 mol L™ ajustado com
trietilamina a pH 2,4. Foi selecionado como comprimento de onda de excitagdo/emissao 0s
valores 270/450 nm.

A ciprofloxina apresentou um tempo de retencdo de 12 min em uma proporcao de eluicédo
de 15/10/85% de acetonitrila/metanol/ solucdo aquosa de 4cido ortofosférico 0,02 mol L™ pH
2,4. Foram calculados os valores de LQ para as diferentes fluoquinolonas avaliadas, a
ciprofloxacina exibiu um valor de 1,5ngL™. O estudo foi realizado a partir da coleta de
amostras de agua e esgoto em diferentes dias. Sendo assim foram encontrados valores
equivalentes a 600 a 1292 ng L™ e 8,9 a 102 ng L™ de ciprofloxacina respectivamente. (64)

Outra técnica utilizada para deteccdo de ciprofloxacina é a eletroforese capilar (EC) (65—
67), a qual é baseada na separacdo de diferentes compostos por meio da aplicacdo de um campo
elétrico em um capilar, o qual é preenchido com um eletrdlito adequado a depender da amostra.
A deteccao das moléculas separadas é realizada por meio de um detector, usualmente com leitura
na faixa do UV-Vis, o qual é acoplado na extremidade oposta do capilar onde a amostra foi
inserida. (68-70)

XU e colaboradores (71) descrevem em seu trabalho a utilizacdo de EC para a
determinacéo de enrofloxacina e ciprofloxacina em amostras de leite bovino, leite em pd, carne
de frango, carne suina, rins e figado suinos. Os autores avaliaram diferentes pardmetros para o
desenvolvimento desta metodologia; como eletrolito adequado, pH 6timo para a analise, acdo do
uso de y-cilcodextrinas (y-CD), concentracdo de desoxicolato de sodio (NaDC), efeito da tensdo
elétrica aplicada e tempo de injecdo das amostras.

A metodologia desenvolvida apresentou duas condi¢Ges para a analise de enrofloxacina e
cirpofloxina. Uma primeira composicdo (A) constituida de tampéo
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI) 0,020 mol L e NaDC 0,080 mol L™ pH 8,8 e tempo
de injecdo de 300 s. A segunda composicdo (B) foi constituida de tampéo Tris-HCI 0,020 mol L
! e NaDC 0,120 mol L™ pH 8,8 e tempo de injecdo de 240 s. A matriz de amostra onde é
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realizado a injecdo da amostra foi preparada em meio de tamp&o Tris-HCI 0,30 mol L™ e
0,005 mol L™ ¢ y-CD 0,005 mol L™ a pH 10,0, foi aplicado uma voltagem para a migracéo das
moléculas de 15 KV e realizado a detec¢éo utilizando um detector espectrofotometrico Uv-Vis no
comprimento de onda de 270 nm.

Desta maneira foram calculados o LQ nos dois compostos nos dois meios otimizados,
sendo que a ciprofloxacina apresentou valores de LQ de 7,39 ngmL™ e 1,87 ng mL™ para as
condicdes A e B respectivamente. Pode-se observar valores de percentual de recuperacdo de
95% para todas as amostras avaliadas pelo método desenvolvido por XU e colaboradores. (71)

Ha estudos que mostram que imunoensaio enzimatico, do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”, pode ser utilizado como método para a determinacdo de ciprofloxacina
em diferentes matrizes. (72,73) Este método baseia-se na deteccdo de anticorpos especificos a
uma determinada substancia imunogénica. (74,75)

Por meio do trabalho de Duane e Yuan (76), pode-se observar o desenvolvimento de um
imunoensaio enzimatico competitivo indireto, com a finalidade de detectar e quantificar a
presenca de ciprofloxacina em amostras de leite bovino, carne suina e carne de frango.

Os autores realizaram uma conjugacdo da ciprofloxacina com soro albumina humana
(CPFX — HSA) e soro albumina bovina (CPFX — BSA). Esses conjugados permitiram a
producdo de antissoro de coelho especifico a ciprofloxacina. Uma placa de microtubulacao foi
revestia com CPFX — HSA em meio de tamp&o carbonato 0,1 mol L™, pH 9,6, a 4 °C overnight.
Em seguida as placas foram lavadas conforme descrito no trabalho, foram adicionadas diferentes
concentracOes de ciprofloxacina e a placa foi deixada sobre incubacdo por 2 h, posteriormente
foi realizado outro procedimento de lavagem e adicionado o CPFX — BSA na propor¢ao 1:1000,
apds esta etapa a placa sobre agitacdo a 200 rpm por 2 ha 37 °C. (76)

Os autores do trabalho relatam que o método apresentou um LD 0,32 ng mL™ mostrando
assim altamente sensivel. Também pode-se observar que a metodologia proposta exibiu valores
de percentual de recuperacdo de 75,58%, 81,29% e 84,30%, para as amostras de carne suina,
carne de frango e leite bovino, respectivamente. (76)

Ha também descrito na literatura a utilizacdo sensores e biossensores eletroquimicos para
a deteccdo e quantificacdo de ciprofloxacina em diferentes tipos de amostras, de maneira
diminuir o tempo necessario para a realizacdo das analises. Ha diferentes superficies utilizadas
como transdutor fisico-quimico, as quais podem ser modificadas com diversas formas de fase
sensora, como por exmplo, polimeros, nanomateriais e material bioldgico, no caso dos

biossensores. (77-82)
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Syazana e Minhaz (83) descrevem o desenvolvimento de um dispositivo de facil
utilizacdo pra a determinacdo de ciprofloxacina em amostras de soro sanguineo e urina de
humanos. Os autores descrevem a modificacdoda superficie de um eletrodo impresso de grafite
modificado com oxido de grafeno com uma fita dupla de DNA. Em segeuida é colocado em
contato a ciprofloxacina por 2 min para a interagdo e entdo € realizado a medida utilizando
voltametria de onda quadrada (VOQ) em tampdo acetado 0,2 mol L pH 4, no intervalo de
potencial de 0,0 a 1,6 V, amplitude de pulso de 0,04 V, incremento de pulso de varreduda
0,0015 V e frequénica de pulso de 25 s™. (83) Segundo os autores a deteccdo da ciprofloxacina
foi possivel, devido a interagdo eletrostatica existente entre a ciprofloxacina e os grupos fosfatos
presentes na cadeia de DNA. O dispositivo desenvolvido apresentou valores de percentual de
recuperacdo para as amostras de soro sanguinea e urina de 84,3% e 107,8% respectivamente.
(83)

Porém, essas metodologias apresentam altos custos de obtencdo de equipamentos e de
manutencdo, elevado tempo de preparo de amostras e instabilidade fisica e quimica dos
modificantes, no caso dos biossensores, assim nao sendo possivel a aplicacdo direta em algumas
amostras.

Desta maneira, uma alternativa simples, com baixo custo de preparo, estabilidade
quimica, mecénica e térmica, e que podem ser usados para extracdo do analito da amostra ou
como elemento reconhecedor de um sensor sdo 0s polimeros molecularmente impressos
(“molecularly imprinted polymer” - MIP).

Estes foram desenvolvidos por Arshady e colaboradores (84) e tém como principio a
interacdo da molécula molde com um polimero, mimetizando a interacdo do tipo antigeno-
anticorpo. Estes materiais podem ser empregados na extracdo, deteccdo e quantificacdo de
diversos compostos de interesse industrial e ambiental.

Em geral, os MIP séo obtidos por polimerizacéo radicalar na presenca de uma molécula
molde a ser impressa (template), a qual interage com mondmeros funcionais em sitios
especificos do template. Entdo, € adicionado um mondmero estrutural, de tal forma que um
esqueleto polimérico seja formado ao redor do complexo template-monémero funcional ou de
uma molécula com estrutura anéloga, (84). Apds a polimerizacdo, a molécula que foi impressa é
removida por dissolucdo ou evaporacdo (quando sdo analitos volateis), revelando sitios de
ligacdo (nanocavidades) que sdo complementares em forma e tamanho ao analito de interesse.
Com esta estratégia, o resultado ¢ uma “memoria” molecular no polimero, que ¢ apropriada para

que ocorra um processo de inclusao reversivel e um enriquecimento seletivo do analito. (85)
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O MIP tem como objetivo mimetizar a interacdo que ocorre em sistemas biologicos, desta
forma um dos parametros que deve ser avaliado é tipo de interacdo que ocorrera entre o template
e 0 mondmero funcional empregado, pois a intensidade desta interacdo determinara se 0 método
de impressdo molecular ocorrera de forma covalente, ndo-covalente ou semi-covalente. (86,87)

Na impressdo covalente, a energia de ligacdo entre o template e 0 monémero funcional é
intensa, de tal forma que ha uma ligagdo covalente entre 0os componentes na formacdo do
complexo template-monémero funcional, assim gerando cavidades mais uniformes e seletivas ao
template. Entretanto é necessaria a realizacdo de uma clivagem quimica para a remocdo do
template da cavidade formada; outro fator negativo na impressao covalente é a restricao do uso,
pois poucos sdo os templates e os mondmeros funcionais que apresentam ligacdo do tipo
covalente. (86,87)

Na impressdo ndo covalente a energia de ligacdo entre template e monémeros funcionais
ndo é tdo intensa em comparacdo com a impressdo covalente. Desta forma, podem ocorrer
diferentes tipos de interagOes intermoleculares, das quais podem ser destacadas: ligacGes de
hidrogénio, interacGes eletrostaticas ou do tipo dipolo-dipolo. Este tipo de impressdo tem sido
majoritariamente utilizado no desenvolvimento de MIP, pois apresenta vantagens como simples
preparacdo do material, facil eluicdo do template da estrutura polimérica e apresenta uma gama
de possibilidades de uso de diferentes monémeros funcionais. (86,87)

Na impressdo semi-covalente, ha uma mescla das duas formas anteriormente expostas,
pois inicialmente ha a formacao da ligacdo covalente no processo de sintese polimérica e, apés a
retira da template da cavidade, a interacdo entre o analito e o0 mondmero funcional ocorre de
forma ndo-covalente. (86,87)

Assim, a escolha do mondmero funcional empregado para a sintese do MIP, depende das
caracteristicas que o template dispbe, estas podem ser: propriedades acido-base, por exemplo,
um template que possui natureza acida tera maior interacdo com mondmeros funcionais que
possuem caracteristicas basicas, ou, um template com carater basico apresentard maior afinidade
por mondémeros funcionais que dispde de caracteristicas acidas. Outra caracteristica que pode ser
ressaltada é a polaridade do template e do monémero funcional empregado. Na Tabela 1 sdo

dispostos os principais mondmeros funcionais empregados na sintese de MIP. (86,87)



Tabela 1 - Principais mondmeros funcionais empregados na sintese de polimeros molecularmente impressos.

Mondmero funcional Nome do mondmero Tipo de interacéo Funcao
HZC\\ //O
Interacdo ibnica e < .
/ \ 4cido metacrilico ligagdo de hidrogénio Acido
HsC OH
H,C o)
\ // Interagéo idnica e Acido
acido acrilico ligacdo de hidrogénio
OH
0] Hzi:
/j\/]\/OH acido metilenosuccinico . Inteira(;ao onica ¢ Acido
HO H ligacdo de hidrogénio
O
0]
/\)}\ acrilamida hilg?c?ggn?g Neutro
H,c?” NH,
@) . A A
Hch acroleina Interagao ionica Neutro
N o X A
HZCM acrilonitrila Interacao ionica Neutro
Interacdo ibnica,
H,N = | N ligagéo de hidrogénio o
4-vinilipiridina « Basico
o N e coordenagéo com
metais.
/N Interacdo idnica,
H,N | o ligagdo de hidrogénio .
1-vinilipiridina ~ Basico
N e coordenagéo com
metais.
N
[/ ) Interacdo ibnica,
N 1-vinilimidazol ligagdo de h|(:1rogén|o Bésico
e coordenagéo com
k\ metais.
CH,

Fonte: (86,87).
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A interagcdo template-monémero funcional é governada por um processo em equilibrio,
desta maneira sdo adicionadas quantidades superiores do monémero em relacdo ao template,
habitualmente 4:1, com intuito de deslocar o equilibrio favorecendo a formacdo do template-
mondmero funcional. (86,87)

Em linhas gerais, ha descrito na literatura trés metodologias distintas para a sintese dos
MIP, sendo elas “bulk”, suspensédo e precipitagdo. Independente do método empregado, 0 meio
deve ser desoxigenado com um gas inerte, comumente argdnio ou nitrogénio, pois 0 oxigénio
impede que a reagdo radicalar ocorra. O radical formado é proveniente da quebra do iniciador
radicalar, que é induzido pela incidéncia de energia, que pode ser proveniente de luz ultravioleta
ou aquecimento. (86)

No método em “bulk” a sintese ocorre de forma homogénea em um recipiente, no qual
sdo adicionados o template, o monémero funcional, 0 monémero estrutural, o solvente e o
iniciador radicalar. O meio é entdo desoxigenado e selado. Por este método ha a formacao de
uma pasta polimérica rigida, devido & formacéao das ligagdes cruzadas referentes a radicalizacao
entre as moléculas de mondmero estrutural. Os MIP sintetizados por “bulk” sdo empregados em
diferentes processos de analise, contudo por estes formarem um material rigido, € necessario
triturar o polimero. Com isso pode ocorrer a clivagem de parte dos sitios de reconhecimento
especificos a molécula molde, além de produzir particulas ndo-uniformes. (86,87)

A sintese realizada pelo método de suspensao é realizada de maneira analoga ao método
em “bulk”, porém sdo empregados dois solventes com polaridades opostas. Em uma primeira
etapa todos os componentes necessarios para a formacdo do MIP (template, monémero
funcional, monémero estrutural e iniciador radicalar) séo solubilizados em um solvente organico
apolar. Em seguida, a mistura reacional é adicionada em um segundo solvente que apresente
caracteristica polar e um agente surfactante é acrescentado, com a funcéo de evitar a coagulacéo
dos monbémeros adicionados durante o processo. O MIP sintetizado por este método apresenta
uniformidade no tamanho das particulas sintetizadas. No entanto, um fator limitante € a
solubilidade dos componentes da sintese em solventes apolares, pois h& varios compostos que
sdo soltveis somente em solventes polares. (86-88)

A sintese do MIP pelo método de precipitacdo também € realizada de forma analoga ao
método em “bulk”, contudo sdo adicionados volumes de solvente superiores, cerca de cinco
vezes mais, evitando desta maneira a formacao de uma pasta polimérica. Este método tem como
vantagem em comparagdo com os demais a facilidade em sua execucao, ndo necessitando do uso

de dois solventes com caracteristicas opostas e 0 uso de surfactante, e a formacdo de particulas
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com tamanhos uniformes e homogeneidade na disposi¢do dos sitios de ligacdo especificos ao
template utilizado.

Os polimeros impressos podem ser empregados na extragdo, deteccdo e quantificacdo de
diversos compostos de interesse industrial e ambiental, como farmacos, corantes alimenticios,
pesticidas, entre outros. (89-92).

Com 0 avanco da ciéncia, houve o desenvolvimento dos nanomaterias, 0s quais podem
ser definidos como matérias que possuem estrutura em escala nanométrica, de 1 a 100 nm, e
apresentam caracteristicas diferentes destes materiais em escalas superiores. Alguns exemplos de
nanomateriais que sdo amplamente utilizados no uso académico e industrial sdo os nanotubos de
carbono, nanofios de magnéticos e as nanoparticulas metéalicas. (93)

Em relacdo ao uso de nanoparticulas metilicas associadas a sintese e aplicacdo de MIP
tem-se em destaque o desenvolvimento de MIP magnético, os quais sao sintetizados pelo método
core-shell, ou seja, possui um ndcleo metélico (core) que é revestido com uma camada
polimérica em sua superficie (shell). (94)

Dos diversos materiais que podem ser utilizados como nlcleo metélico, podemos
destacar as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (Fe3O,4) por apresentarem caracteristicas
superparamegnéticas, alta estabilidade e baixa toxicidade. (95)

A sintese de nanoparticulas de magnetita de 6xido de ferro pode ser realizada de variadas
maneiras, sendo os métodos mais comumente reportados na literatura a sonificacdo (96), o
hidrotérmico (97), o poliol (98) e a coprecipitacdo (99). Esta ultima é uma das sinteses
abundantemente utilizadas, devido a sua facil executabilidade e simples preparo. Neste método,
habitualmente, s&o utilizados sais de cloreto de ferro (I1) e ferro (Ill) que precipitam em meio
alcalino formando a magnetita (Fe30,). (99)

Entre as diversas vantagens exibidas por essas particulas, as suas caracteristicas
superficiais sdo as mais notaveis, permitindo sua facil encapsulacdo e modificacdo para protegé-
las da degradacdo, conservando sua propriedade magnética. As modificacdes realizadas sobre
estas nanoparticulas incluem desde simples funcionalizagbes de diferentes grupos em sua
superficie, até a adesdo moléculas organicas, polimeros e elementos bioldgicos.

Para a sintese de MIP magnético, utilizando como ndcleo a magnetita, é entdo realizada a
cobertura das nanoparticulas com uma substancia silicada, dando a ela um carater vitreo, que, em
seguida, é sinalizada com compostos vinilicos, os quais contém duplas ligaces entre carbonos
que sdo sitios de reacOes radicalares. Desta forma, € possivel a formacdo de uma camada de
polimero com impressdo molecular na superficie da particula magnética (shell), obtendo-se,

assim, o MIP magnético, que combina as melhores caracteristicas de ambos os materiais, aliando
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a especificidade das cavidades impressas no MIP com a propriedade magnética da magnetita, o
que facilita no processo de extracdo do material do seio da amostra.

Outra caracteristica que deve ser ressaltada é que ha um favorecimento na exposicéo das
cavidades seletivas formadas na polimerizacdo, uma vez que a sintese da cadeia polimérica no
MIP magnético ocorre de forma superficial sobre as nanoparticulas magnéticas de éxido de
ferro. (100-103)

Devido as caracteristicas presentes no MIP magnético, pode-se destacar diferentes formas
de aplicacdo em medidas analiticas. Ele é utilizado principalmente em extracdes em fase sélida,
do inglés “Solid-phase extraction” - (SPE) uma vez que pode ser aplicado diretamente na
amostra, ndo necessitando assim a ocorréncia de etapa de tratamento prévio. Além disso, 0
material pode ser facilmente separado do meio analisado pela aplicacdo de um campo magnético
externo, por exemplo, um ima de neodineo. Desta forma, este material pode ser empregado na
substituicdo dos cartuchos comumente utilizados em SPE, os quais necessitam de um trabalho de
empacotamento e ativacdo das particulas poliméricas. (104)

Foram desenvolvidos diversos tipos de MIP magnético para analises de matrizes
complexas de diferentes contaminantes, como corantes (105-108), antibiéticos (109-111),
pesticidas (112-115), dentre outros, tendo como método de analise a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, do inglés “High Peformance Liquid Chromatography ” — (HPLC).

Outra maneira descrita na literatura sobre a aplicacdo do MIP magnético é a sua
utilizacdo como fase de reconhecimento em sistemas eletroquimicos (116), pois o MIP-
magnético favorece a adsorcdo de forma seletiva do analito avaliado, e a caracteristica magnética
do material possibilita a pré-concentracdo do composto na interface eletrodo solu¢do, quando é
utilizado eletrodos que possuem um imé& de neodimio em seu interior. Assim alguns trabalhos na
literatura descrevem o uso dos MIP-magnético para analises eletroquimicas em varias matrizes
complexas. (117-120)

Ha descrito na literatura diversas maneiras de sintese de MIP e MIP-magnético para a
ciprofloxacina, com a finalidade de aplicacdo em diferentes matrizes e detecc@o por diferentes
métodos. (85,121-125) No entanto, os trabalhos referentes ao desenvolvimento de um polimero
impresso especifico a ciprofloxacina, utilizando em sua constituicdo apenas um mondmero
funcional (acido acrilico ou acido metacrilico), o qual, como ja foi exposto anteriormente, é
responsavel pela interacdo com o analito. Assim, a presente dissertacdo tem como objeivo a
avaliacdo da viabilidade do emprego de dois mondmeros funcionais distintos na sintese de MIP

para aplicacdo em amostras de leite bovino.
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2. OBJETIVOS

Sintese, caracterizacdo e otimizacdo de polimeros molecularmente impressos ligados a
nanoparticulas magnéticas para a interacdo especifica do antibiético ciprofloxacina, avaliando o
desempenho dos MIP magnéticos sintetizados com um e dois mondémeros funcionais em sua
estrutura, para posterior aplicacdo destes materiais na determinacdo do teor do analito em

amostras de leite bovino.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solugbes

Os reagentes utilizados para a sintese das nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro
foram FeCl,.4H,0; FeCl3.6H,0 (Sigma-Aldrich®), NH,OH (Synth®), tetraetilortossilicato -
TEOS (Sigma-Aldrich®), metacriloxipropil trimetoxissilano (MPS) (Sigma-Aldrich®), e etanol
e tolueno, ambos fornecidos pela Synth®.

Os reagentes utilizados na sintese dos polimeros foram; cloridrato de ciprofloxacina,
acido  acrilico, 1-vinil-imidazol, etilenoglicol  dimetacrilato (EGDMA) e 2.2-
azobisisobutironitrila (AIBN), todos fornecidos pela Sigma-Aldrich®. Como solvente
porogénico foi utilizado acetonitrila (Panreac®). Os solventes utilizados na remocao da molécula
molde foram metanol (Panreac®) e acido acético glacial (Synth®).

Para as experimentos de seletividade foram utilizadas solugbes de norfloxacina,
orfloxacina e levofloxacina, acido ascorbico e paracetamol, todos fornecidos pela Sigma-
Aldrich®.

Para todos os experimentos de avaliacdo da eficiéncia dos materiais sintetizados foram
utilizados tubos Eppendorf® de 2 mL e homogeneizador mecanico.

Para a realizacdo da pesagem de todos os reagentes e polimeros utilizados foi utilizada
uma balanga analitica Modelo AUW-220D — SHIMADZU® com precisdo 0,00001g.

Empregou-se um pHmetro da marca Digital Gehaka® modelo PG 2000 para a obtencao
das medidas de pH e bomba a vacuo € da EIKONAL® (Modelo 131/132).

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro UV/vis da
Agilent Technologies® modelo Cary 60; o software usado para as medidas foi o
ScanCaryWinUV®. Para as medidas em solucdo utilizou-se cubetas de quartzo de 1,0 cm de
caminho o6ptico, na faixa de comprimentos de onda no intervalo de 200 a 800 nm.

Os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho foram de grau analitico ou
HPLC. Todas as solucdes que necessitaram de agua empregou-se o sistema Milli-Q Ultra Pure

Water System da marca Millipore® para a obtencdo de agua ultrapura.
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3.2  Método cromatografico

A partir do trabalho de Perine e colaboradores (126), foi adaptado um método
cromatografico, utilizando um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca
Shimadzu®, o qual possui 0s seguintes componentes: detector UV-Vis (modelo SPD-20A), auto-
amostrador (modelo SIL-20A), bomba (modelo LC-20AT) e interface (modelo CBM-20A). Para
isso, foi utilizando uma coluna Zorbax SB-Cig da Agilent® nas dimensfes 150 mm X 2,4 mm,
vazdo de 1 mL min™, temperatura ambiente, comprimento de onda de absorcdo de 280 nm e fase
movel constituida por 85% de uma solucdo aquosa de acido férmico 0,1% (v/v) e 15% de
acetonitrila em modo isocratico. Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica
(P.A).

Uma curva analitica foi construida a fim de avaliar o tempo de retencéo da ciprofloxacina
no intervalo de concentragdo de 1,00 a 200 pmol L™. As solucées foram filtradas em filtros de

celulose regenerada (RC) com didmetro de poro de 0,45 um e volume de injecéo de 20 pL.

3.3.  Instrumentacao

3.3.1. Caracterizacdes fisicas

Com o intuito de avaliar as caracteristicas fisicas dos materiais sintetizados realizou-se
uma série de caracterizagdes fisicas.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos empregando um
espectrofotdbmetro de absorcéo na regido do infravermelho médio com transformada de Fourier
(Fourier-transform infrared spectroscopy - FTIR) - VERTEX 70 da BRUKER®. Para coleta dos
espectros foram realizadas 64 varreduras entre o intervalo 4000 a 400 cm™. Os espectros foram
obtidos pela técnica de reflectancia total atenuada (ATR), utilizando cristal de diamante.

A morfologia dos polimeros foi analisada utilizando um microscépio eletrénico de
varredura com campo de emisséo (FEG-MEV), marca JEOL®, modelo JSM-7500F operando em
voltagem de 300 kV, com software de operagdo PC-SEM v 2,1,0,3. Os polimeros foram
sonicados em alcool isopropilico por 10 min e recobertos com carbono para posterior analise no
microscopio.

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi realizada pelo equipamento da marca

Phillips CM 200®, operando a 200 kV, filamento de LaBg. As amostras foram preparadas em
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grades de cobre (TED PELLA®, ultrathin C type A, 400 mesh). Os polimeros foram dispersos
em isopropanol e mantidos em ultrassom por 10 minutos para sua redispersdo. Gotejou-se 2 pL
da suspensao na grade de cobre, que foi seca a temperatura ambiente para a realizacédo da analise.

Utilizando o software Image J foi possivel a realizagdo da contagem e medicdo do
tamanho das nanoparticulas magnéticas e do Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2;
bem como a construcdo de curva de distribuicdo do tamanho do material, calculada utilizando a
Equacdo de distribuicdo LogNormal, empregando o software Origin 8.

A analise de difratbmetria de raios X (DRX) foi realizada com as amostras em pd, e
utilizou-se um difratbmetro da marca Marca Rigaku®, modelo Rint 2000, &nodo rotatério de Cu,
modo de varredura continuo, detector PSD D/Tex, foram analisados espectros de difracdo de
raios X pelo método de Debye-Scherre, com velocidade de passo 2,0° s em 26; = 6° a 26; = 80°.

O estudo de porosidade dos materiais em funcdo da temperatura foi realizado por meio de
estudos de adsorcdo de N, e realizado o ajuste matematico BET, sigla que deriva das iniciais dos
nomes dos criadores da técnica, Stephen Brunauer, Paul Hugh Emmett e Edward Teller (127).
Para a realizacdo de tal experimento foi utilizado um equipamento ASAP 2010 da
Micromeritics®. As amostras foram submetidas a gas hélio a temperatura de 100 °C e vacuo de
aproximadamente 1 mmHg por um periodo de 60 min para limpeza da superficie. As medidas
foram realizadas na temperatura de 77 K, usando o método volumétrico estatico, intervalo de
pressdo relativa entre 0.001 e 0.72, o tamanho dos poros foi calculado pelo método Barrett-
Joyner-Halenda (do inglés BJH Method).

A magnetometria € um método utilizado a fim de determinar o magnetismo de um
material quando submetido a aplicacdo de um campo magnético. A forma cléssica de andlise é
por meio da medida de atragdo ou repulsdo do material por um campo magnético. Para a
caracterizacdo magnética foi empregado o equipamento LakeShore VSM® série 7300. As
medidas foram realizadas pelo Dr. Luis Alvares, pesquisador do Centro Atdmico Bariloche,

Divisdo de Ressonancias Magnéticas, Argentina.
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3.4  Simulag¢do computacional

Segundo protocolo usado pelo grupo de pesquisa (128) para a escolha dos monémeros
funcionais foram empregados o0s seguintes programas para a simulacdo computacional, a qual foi
realizada em vacuo:

- HyperChem® 8.0.5: utilizado para modelagem das moléculas a serem utilizadas na
sintese dos MIP.

- Pacote de softwares OpenEye® contendo 0s programas:

1) VIDA 3.0.0: utilizado na visualizagcdo das moléculas a serem modeladas para conferir
possiveis erros de ligagdes entre &tomos.

2) Omega2: para gerar os conférmeros das moléculas, o que torna possivel levar em
consideracdo os impedimentos espaciais. Por padrdo, sdo gerados dez conférmeros da molécula
molde, sendo escolhidos trés aleatdrios para realizar os testes simulatorios.

3) Szybki 1.2.2: programa que leva a molécula até seu estado de menor energia, ou seja, 0
mais estavel.

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

- Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital PACkage)
2009: utilizado para realizar as simulagGes propriamente ditas. Este programa faz a aproximacéo
dos monémeros com a molécula que serd empregada como molde, calculando a energia liberada,
0 que resulta na afinidade entre os mesmos. MOPAC € um utilitdrio que emprega quimica
quantica semiempirica para os célculos de aproximacao.

Para a simulagdo da ciprofloxacina, foram avaliados 20 mondmeros funcionais,
mostrados na Tabela 2, os quais foram nomeados de MP1 a MP20 com a finalidade de

simplificar a anélise dos resultados.



Tabela 2 - Mondmeros avaliados na simulagdo computacional para a sintese de MIP.
Sigla Monbmero

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

MP5 Acrilamida

MP6 Acroleina

MP7 Alilamina

MP8 Acrilonitrila

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

MP13 3-divinilbenzeno

MP14 4-divinilbenzeno

MP15 Estireno

MP16 1-vinilimidazol

MP17 2-vinilpiridina

MP18 4-vinilpiridina

MP19 Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico
MP20 2-hidroxietil metacrilato

Fonte: (128)

3.5  Sintese do MIP proporgéo 1:4:32

3.5.1 Sintese
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Baseando-se nos dados obtidos pela simulagdo computacional (item 3.1), juntamente com

o trabalho de Marestoni e colaboradores (90), um MIP para a ciprofloxacina foi sintetizado pelo

método de precipitacdo. Para isso, 0,1 mmol de ciprofloxacina (analito) foi diluido em uma

solucdo de acetonitrila/agua 70:30 (v/v) em um baldo de fundo redondo, juntamente com
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0,4 mmol de &cido acrilico (monémero funcional). A mistura foi deixada em repouso por 3 h
para favorecer a interacdo entre o analito e o monémero funcional. Posteriormente, foi
adicionado 3,2 mmol de EGDMA (etileno glicol dimetacrilado) a mistura, a qual foi purgada
com N, para completa desoxigenagdo por 30 min. Em seguida, foi adicionado 80 mg de 2,2'-
azobis (2-metilpropionitrilo) (AIBN), que é utilizado como iniciador radicalar, propiciando
assim a reacdo de polimerizacdo. Finalmente, o baldo foi acondicionado em banho maria a uma
temperatura de 60 °C por 12 h. Concomitantemente a sintese do MIP, um polimero controle (non
imprinted Polymer - NIP) foi sintetizado da mesma maneira, exceto pela ndo adicdo da
ciprofloxacina.

Apos formacgdo do polimero, o mesmo foi submetido a filtracdo a vacuo empregando um
filtro de celulose. Em seguida, os polimeros foram secos em dessecador por 12 h e lavados em
um sistema de extracdo Soxhlet por 8 (oito) dias. Nos trés primeiros dias a lavagem foi realizada
com 100 mL de solucdo de metanol/acido acético 70:30 (v/v) e nos cinco dias subsequentes com
100 mL de metanol, para a total remocéao do analito das cavidades seletivas do MIP e do excesso
de reagentes da sintese. As solucdes de lavagem foram trocadas e analisadas empregando-se um
espectrometro Agilent Cary 60, no intervalo de comprimento de onda de 800 a 200 nm a cada
12 h.

Depois de lavados, os polimeros foram secos por 24 h em dessecador sob vacuo, desta

forma estando pronto para o uso.

3.5.2 Estudo de religagdo

O primeiro experimento executado para avaliar o desempenho do MIP foi a variacdo de
massa de polimero. Para isso, foram pesados em diferentes tubos Eppendorf quantidades de
MIP/NIP de 1,0; 2,0; 5,0; 10 e 20 mg, dispersos em 1,0 mL de uma solucdo de ciprofloxacina de
5,0 pmol L™ em meio de &gua/acetonitrila 10:90 (v/v) (padrdo). Em seguida, os tubos foram
submetidos a agitacdo, empregando um homogeneizador de amostra por um tempo de interacdo
de 2 h e centrifugados por 30 min a uma velocidade de rotagdo de 15.000 rpm. O sobrenadante
de cada tubo foi filtrado com filtro de seringa de celulose regenerada (RC) de 25 pum de diametro
de poro e, finalmente, a solucéo foi analisada em CLAE/UV-Vis.

Para o calculo da porcentagem de retencdo (% Ret), foi empregada a Equacdo 1; na qual
foi calculada a diferenca dos valores de area de uma solucéo padréo (Arp) de ciprofloxacina na

concentracdo 5,0 pmol L™ e da solugdo remanescente ap6s a interacdo com os polimeros (Ars).
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- Ary,—AT.
% Retencio = ( Zr >
P

) x 100 (1)
3.5.3 Estudo de cinético

Para o ensaio cinético, foram adicionados em diferentes tubos Eppendorf 10 mg de
MIP/NIP, os quais foram dispersos em 1,0 mL de uma solucdo de ciprofloxacina na
concentracdo de 5,0 umol L™ em meio de &gua/acetonitrila 10:90 (v:v). Em seguida, os tubos
foram agitados em um homogeneizador de amostra com diferentes tempos de interacédo: 2; 5; 10;
15; 30; 60; 90; 120; 180; 240 e 300 min. Posteriormente, os tubos foram submetidos a
centrifugacdo por 30 min a uma velocidade de rotacdo de 15.000 rpm. Por fim, o sobrenadante
foi filtrado com filtro de seringa de RC (de 25 pum de diametro de poro e analisado em um
CLAE/UV-Vis.

3.5.4 Efeito do pH do meio

O ensaio consistiu em avaliar o efeito do pH na interacdo do analito com as cavidades do
polimero impresso. Para isso, 10 mg dos polimeros foram dispersos em uma solucdo aquosa de
ciprofloxacina 5,0 umol L™, cujo o pH foi ajustado para os seguintes valores: 3,0; 5,0; 7,0 e 9,0,
com tempo de interagdo de 2 h. Em seguida, foram executados os mesmos procedimentos como

descrito nos experimentos anteriores: centrifugacéo, filtragem e analise por CLAE/UV-Vis.

3.5.5 Isotermas de adsorgdo

As curvas isotermas de adsorcdo foram realizadas com a finalidade de avaliar o
desempenho do MIP em diferentes concentragdes do analito. O procedimento dessa etapa foi
realizado da mesma maneira que 0s experimentos descritos anteriormente. No entanto, nesse
caso, a massa de polimero foi fixada em 10 mg e a concentragdo de ciprofloxacina foi variada,
sendo avaliados os seguintes valores: 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 pmol L™ preparada em solucio
aquosa a pH 6,5 com 2 h de interacéo.

Para construir a curva de isoterma foi realizado o calculo do valor de Q (Equacéo 2), o
qual relaciona a massa (em mg) de analito que ficou retido a uma determinada massa (em g) de

polimero. Concomitantemente, foi avaliado o desempenho de religacdo do analito as cavidades
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seletivas em dois diferentes solventes: dgua com pH ajustado a 5,0 e agua/acetonitrila 10:90
(VIV).

=[Gl @

Onde C; é a concentracgdo inicial do analito, C, a concentracdo remanescente no equilibrio
(ambas as concentracdes em mg L™), V é o volume de solucdo adicionada (em litro) e Mpol

representa a quantidade (em grama) de material adsorvente (MIP/NIP)

3.6  Sintese do MIP proporc¢ao 1:4:200
3.6.1.Sintese

Foi realizada uma sintese do MIP para ciprofloxacina, com uma maior quantidade
mondmero estrutural (EGDMA), de forma que o material apresente a seguinte proporcao entre
molécula molde, monémera funcional e mondmera estrutural - 1:4:200. O NIP também foi
sintetizado da mesma maneira, exceto pela adi¢do da ciprofloxacina.

Este novo material foi sintetizado da mesma forma como descrito no item (3.3.1), porém
foi adicionada uma massa maior de EGDMA, sendo este valor de 20 mmol.

Este polimero necessitou de um tempo maior para a remocao do analito das cavidades do
MIP. Em um sistema de extracdo Soxhlet, nos quatro primeiros dias a lavagem foi realizada com
100 mL de solucdo de metanol/acido acético 70:30 (v/v) e nos onze dias subsequentes com
100 mL de metanol, totalizando assim 15 dias o processo de lavagem. Assim como ha sintese
anterior, as solugdes de lavagem foram trocadas e analisadas a cada 12 h.

Depois de lavados, os polimeros foram secos por 24 h em dessecador sob vacuo, desta

forma estando pronto para o uso.

3.6.2.Estudo de religacdo

Inicialmente foi realizado o ensaio da massa, que foi executado nas mesmas condicGes do

ensaio realizado no item 3.3.2. Também foi realizado, a fim de comparacdo, um segundo ensaio
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de massa da mesma forma que o estudo relatado anteriormente, no entanto em meio aquoso a pH
5.

3.6.3.Estudo cinético

Este estudo foi realizado em meio aquoso a pH 5, nas mesmas condi¢Ges do estudo
cinético realizado no item 3.3.3, com o intuito de avaliar o tempo 6timo para uma maior retencéo

da ciprofloxacina sobre o material proposto.

3.7.  Sintese das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas por meio do método da co-precipitacao.
(129)

Para isso, foram adicionados a um bequer 1,72 g de FeCl,.4H,0 e 4,72 g de FeCl;.6H,0,
dissolvidos em 5 mL de HCI concentrado e 80 mL de H,O deionizada, com agitacdo mecéanica a
temperatura de 60 °C e em de atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, foi adicionado, gota a
gota, 10 mL de NH4OH concentrado usando uma pipeta Pasteur. O pH da mistura reacional foi
mantido em 9,0 e a reacdo foi efetuada a 60 °C por 30 minutos. Apos a reacao ter sido finalizada,
a magnetita (Fe3O,) foi formada (core). Entdo o precipitado foi separado do sobrenadante
utilizando um ima de neodimio e, finalmente, filtrado e lavado com agua até atingir pH 7 e seco
em dessecador sob véacuo por 12 h.

Em seguida, visando preparar o material magneético para a futura modificacgdo com o
MIP, as nanoparticulas magnéticas foram modificadas por meio do processo sol-gel com TEOS
(ortolisicato de tetraetilo). Este procedimento permitiu o recobrimento da nanoparticula
magnética com grupos silanos, formando uma superficie vitrea sobre o material magnético para
posterior silanizacdo. Para isso, foi pesado 300 mg de Fe3O,, que foi disperso em 4 mL de etanol
absoluto e 4 mL de H,O deionizada, e sonicado por 30 min. Em seguida, 5 mL de NH,OH
concentrado e 2 mL de TEOS foram adicionados a suspensdo de magnetita, deixando reagir por
12 h a temperatura ambiente sob agitacdo mecénica constante, formando assim F;0,@SiO,.
Finalmente, o produto obtido foi lavado e filtrado com agua ultrapura, e seco em dessecador sob
vacuo por 12 h.

Na etapa subsequente, a silanizacdo da magnetita-TEOS (Fe30,@SiO,) foi realizada com

material contendo grupo funcional metacrilicos na superficie da magnetita, com a finalidade de
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realizar a posterior polimerizacdo do MIP sobre a superficie das nanoparticulas modificadas.
Neste caso, a porcdo metacrilica atua como um agente reticulante (co-polimero) para a
polimerizacdo do MIP. Para isto, foram pesados 250 mg de Fe;0,@SiO,, que foram dispersos
em 5 mL de tolueno, seguido da adigdo de 5 mL de MPS (3-(Trimetoxisil)propil methacrilato). A
reacdo foi executada por 12 h sob agitacdo mecanica constante e fluxo de N,. Por fim, o material
silanizado, Fe;0,@SiO,-C=C, foi filtrado e lavado com etanol, seco em dessecador sob vacuo
por 12 h.

O procedimento de sintese e modificacdo das nanoparticulas magnéticas estdo

esquematizados na Figura 2.

Figura 2 — Sintese, modificagdo e sinalizagdo das nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: Proprio autor.

3.8.  Sintese do Mag-MIP/ Mag-NIP

3.8.1 Sintese

Foram realizadas duas diferentes sinteses do Mag-MIP, ambas empregando o método de
precipitacao.

No primeiro material sintetizado foi utilizado apenas um mondmero funcional (Mag-
MIP1). Para isto, em um baldo de fundo redondo de 150 mL foram adicionados 0,1 mmol de
ciprofloxacina e 0,4 mmol de &cido acrilico, os quais foram solubilizados com 100 mL de

agua/acetonitrila 30:70 (v/v). A solucdo ficou em repouso por 3 h para interacdo entre 0s grupos
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funcionais da ciprofloxacina (analito) e do &cido acrilico (mondémero funcional). A seguir, foram
adicionados 250 mg de Fe30,@SiO,-C=C, sob agitacdo constante de N, por 60 min. Apds este
tempo, foram adicionados 20 mmol de EGDMA, mantendo assim a propor¢do 1:4:200, que
também servira como agente reticulante, junto com a porcdo funcional do silano ligado a
magnetita. Em seguida, foram adicionados 80 mg de AIBN usado como iniciador radicalar. A
reacdo foi conduzida por 3 h em meio desareado sob agitacdo de N, em banho maria a 60 °C. Ao
final do processo, o material foi filtrado e seco em um dessecador sob vacuo. Um Mag-NIP1 foi
sintetizado da mesma maneira, exceto pela adi¢do da ciprofloxacina. O esquema da sintese desse
material é apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Sintese do Mag-MIP1, usando um mondmero funcional (acido acrilico).
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Fonte: Proprio autor.

O segundo material foi sintetizado utilizando dois monémeros funcionais (Mag-MIP2).
Este foi desenvolvido usando o mesmo procedimento do Mag-MIP1, porém foi adicionado
2,00 mmol de &cido acrilico e 2,00 mmol de 1-vinilimidazol como mondmeros funcionais. O

esquema da sintese desse material é apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Sintese do Mag-MIP2, usando dois monémeros funcionais (acido acrilico e 1-vinilimidazol)
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Fonte: Proprio autor.

O processo de limpeza foi 0 mesmo tanto para 0 Mag-MIP1 e quanto para o Mag-MIP2.
Eles foram lavados em um sistema de extragdo Soxhlet, sendo que nos cinco primeiros dias a
lavagem foi realizada com 100 mL de solucdo de metanol/acido acético 70:30 (v/v) e nos dez
dias subsequentes com 100 mL de metanol, totalizando assim 15 dias o processo de lavagem
para a total remocdo do analito das cavidades seletivas do MIP e do excesso de reagentes da
sintese. As solucdes de lavagem foram trocadas a cada 12 h e analisadas empregando um
espectrometro UV/VIS.

Depois de lavados, os polimeros foram secos por 24 h em um dessecador sob vacuo,

desta forma estando pronto para o uso.

3.8.2 Estudo de religagdo do Mag-MIP1 e Mag-MIP2

O ensaio da massa para 0 Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2 foi realizado

nas mesmas condicdes do ensaio realizado no item 3.5.2.
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3.8.3 Estudo cinético do Mag-MIP1 e Mag-MIP2

A definicdo do tempo de interacdo entre o analito e os polimeros Mag-MIP1/Mag-NIP1
foi realizado em meio aquoso, nas mesmas condicdes descritas no item 3.5.3.

De maneira semelhante foi realizado o estudo cinético para o Mag-MIP2/Mag-NIP2,
porém estes foram dispersos em 1,0 mL de uma solucdo de ciprofloxacina na concentracdo de

5,0 umol L™ em meio de 4gua/metanol 70:30 (v:v).

3.8.4 Isotermas de adsorcao do Mag-MIP1 e Mag-MIP2

As isotermas de adsorcdo foram construidas da mesma forma que os experimentos
descritos no item 3.5.5. No entanto, nesse caso a massa de polimero foi fixada em 5mg e a
concentracdo de ciprofloxacina foi variada: 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0; 100,0; 200,0 umol L™
com 120 min de interacdo para Mag-MIP1/ Mag-NIP1 e 30 min para Mag-MIP2/Mag-NIP2.
Foram realizados os calculos do valor de Q, expresso na Equacéo 2, para avaliar o desempenho
de religacdo da ciprofloxacina sobre o Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2.

3.8.5 Estudo de seletividade

Para avaliacdo da seletividade dos polimeros, foi analisada a adsorcdo de diferentes
compostos, como outras fluoroquinolonas (norfloxacina, orfloxacina e levofloxacina) e
compostos de classes diferentes: acido ascorbico e paracetamol.

Para esta etapa, foi pesado em diferentes tubos Eppendorf a quantidade de 5,0 mg de
Mag-MIP1/ Mag-NIP1, que foi disperso em 1,0 mL de uma solu¢do aquosa dos compostos
listados acima a uma concentragdo de 5,0 umol L™. Os tubos foram agitados com um
homogeneizador por um periodo de 120 min.

De maneira semelhante, foi realizado o estudo de seletividade para o Mag-MIP2/ Mag-
NIP2. No entanto, estes foram dispersos em 1,0 mL de uma solugdo dos compostos listados
acima a uma concentragdo de 5,0 pmol L™ em meio de 4gua/metanol 70:30 (v:v), com tempo de

interacdo de 30 min.
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Apo6s o tempo de interacdo, os polimeros foram separados do sobrenadante com aplicacéo
de um campo magnético, por um imad de neodimio, e as solugbes filtradas em filtro de RC

0,45 um de diametro de poro e levadas para analise por CLAE/UV-Vis.

3.9 Aplicagdo do Mag-MIP1 e Mag-MIP2 em amostras de leite bovino
3.9.1 Preparo e contaminacao da amostra para avaliacdo da adsorcdo em leite bovino

Foram realizados experimentos utilizando os materiais sintetizados como fase extratora
em pelo méetodo de extracdo dispersiva em fase solida. Amostras de leite bovino integral e
desnatado foram comprados no comercio local. 500 mL de cada leite foi colocado em um béquer
de 1000 mL e adicionado 5 mL de MeOH e, entdo, a mistura foi sonicada por 10 min. Em
seguida, 1,5 mL desta mistura foi centrifugada por 30 min a uma velocidade de 15.000 rpm, para
a separacdo dos lipideos e proteinas presentes no leite, seprando assim a fase liquida da fase
solida do leite. (130)

Posteriormente, foram coletados 250 pL do sobrenadante e diluidos com agua em um
baldo de 50 mL, na presenca de ciprofloxacina, preparando assim solugdes de ciprofloxacina nas
concentracdes de 5,0; 10,0 e 50,0 pmol L™ para as anélises realizadas com o Mag-MIP1/ Mag-
NIP1.

Em seguida, foram pesados 5 mg do Mag-MIP1/Mag-NIP1 em tubos Eppendorf® e
dispersos em 1,00 mL das soluc¢des previamente preparadas descritas acima. As amostras foram
colocadas em um homozeneizador mecanico, sob um tempo de interagcdo de 120 min. Entéo, 0s
polimeros foram separados com aplicacdo de um campo magnético usando um imé& de neodimio,
as solugdes filtradas em filtro de RC 0,45 um de didametro de poro e levadas para analise por
CLAE/UV-Vis.

Para as analises realizadas com o Mag-MIP2/Mag-NIP2, foi realizado o mesmo
procedimento descrito acima, porém a soluc@es utilizadas para o estudo forma diluidas em uma

mistura H,O/MeOH 70:30 (v/v) e deixadas por um tempo de interacdo de 30 min.

3.9.2 Dessorcao em amostras de leite bovino

Ap0s o procedimento descrito no item 3.9.1, os materiais foram secos em estufa a 80 °C

por 60 min. Posteriormente, estes foram dispersos em 1,0 mL de H,O por um tempo de 60 min e
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separados com aplicacdo de um campo magnético, por um ima de neodimio, foi utulizado agua
como solvente extrator devido a ciprofloxacina utilizada ser na forma de cloridrato, sendo mais
solavel em &gua, Este processo foi repetido por uma segunda vez, para a remoc¢do da
ciprofloxacina adsorvida das cavidades do Mag-MIP. Ambas as solu¢des foram misturadas e
filtradas em filtro de RC 0,45 um de diametro de poro ¢ levadas para analise por CLAE/UV-Vis
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Simulacdo Computacional

A simulacdo computacional (128) foi empregada com o propdsito de investigar a
variagdo da energia de ligacdo da ciprofloxacina com 20 (vinte) diferentes mondémeros
funcionais (86). A finalidade dessa analise foi avaliar os monémeros que apresentam maior
afinidade com a ciprofloxacina e, desta forma, escolher o monémero funcional mais apropriado
para a sintese do MIP e do Mag-MIP. A Figura 5 apresenta os resultados obtidos a partir da

simulacdo computacional.

Figura 5 — Resultado da simulagdo computacional semi-empirica da energia livre de associacdo para interacdo dos vinte

mondmeros com Ciprofloxacina.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores de energia podem ser compreendidos como a energia liberada pela
aproximacdo entre a ciprofloxacina e cada um dos monémeros. Desta forma, quanto maior a
energia liberada, maior a afinidade entre os dois compostos, indicando, assim, 0 mondémero que
podera conferir maior seletividade ao MIP. (90,128)

Analisando a Figura 5 foi observado que o &cido acrilico (MP4) foi o monémero

que apresentou o maior valor de energia de ligacdo (-122,43 KJ mol™). O carater 4cido deste
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composto pode propiciar a interacdo com a extremidade basica da ciprofloxacina, localizada no
anel piperizpidico (Figura 6).

Diante disso, este monémero foi escolhido para ser empregado na sintese dos MIP/NIP e
do Mag-MIP1/Mag-NIPL1.

A fim de avaliar a melhor na seletividade e a retencdo do Mag-MIP para a ciprofloxacina,
também foi avaliado o emprego de um mondmero de carater basico com o intuito de interagir
com o grupo carboxilico do analito. Baseado no resultado obtido pela simulacdo computacional,
observou-se que 0 mondmero 1-vinilimidazol (MP16) apresentou um valor de energia de ligacdo
-74,65 KJ mol™. Desta forma, o Mag-MIP2/Mag-NIP 2 foi sintetizado utilizando os monémeros

acido acrilico e 1-vinilimidazol em concentragdes equimolares.

Figura 6 — Interagdo da ciprofloxacina com o acido acrilico (MP18) (a) e com o acido acrilico (MP18) e 1-vinilimidazol (MP16)
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Fonte: Proprio autor.
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4.2.  Método cromatogréfico

Com a finalidade de avaliar a eficiéncia de adsorcdo dos diferentes polimeros
sintetizados foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um detector Uv-
Vis, para tal foi construida uma curva analitica como descrito no item 3.2, a qual pode ser

observada na Figura 7.

Figura 7 — Curva analitica ciprofloxacina em CLAE/UV-Vis, em meio aquoso, comprimento de onda de 280 nm, vazdo de 1 mL
min™, fase mével 83% de uma soluco aquosa de acido férmico 0,1% (v/v) e 17% de acetonitrila. Insert: curva analitica e

equacéo da reta.
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Fonte: Proprio autor.

Foi observado que a ciprofloxacina possui um tempo de retencdo de 5,2 min e
uma faixa linear de aumento de sinal pela concentracio da solugdo padrdo de 1 a 200 pmol L™,
A curva analitica apresentou um valor de coeficiente de correlagdo de (r%) de 0,9998 e valor de
sensibilidade (s) 2001,38 uA (umol L™,
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4.3. Avaliacao da eficiéncia do MIP 1:4:32

4.3.1. Estudo de religacéo

Inicialmente foi realizado um ensaio de religacdo da cirpofloxacina em funcdo do
aumento da massa de MIP e NIP, tendo como proposito a avaliacdo de qual quantidade de
polimero apresentara um maior %RET.

Na Figura 8 pode ser notado que ndo houve uma retencdo satisfatoria, pois o MIP
apresentou valores de retencdo inferiores a 10%, enquanto que no NIP obteve-se valores
superiores a 90%. Esse resultado, provavelmente, é devido a uma grande quantidade de ligacGes
inespecificas, sugerindo que as cavidades do MIP ndo foram totalmente expostas na superficie

do polimero ou ainda foram insuficientes e geradas em pequena quantidade.

Figura 8 — Percentual de retengdo da ciprofloxacina aos polimeros em fungdo do aumento da massa polimérica. Tempo de
interacdo de 2h, 1 mL solugdo aquosa de ciprofloxacina na concentracio de 5,0 pmol L™, massas poliméricas avaliadas de 1,0;
2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 mg.

100

() () o
o
./ —ml— MIP
o 804 —@—NIP
(T
On
o
5 60+
(nd
D)
O a0
]
>
IS
@ 204
o |
b1 \
—n — @
a . u (]
T T T T T T T T T T T

0'2'4'6 8'10 12'14'16'18'20
Massa de polimero / mg

Fonte: Proprio autor.

4.3.2. Estudo cinético

Com o intuito de avaliar qual a melhor condi¢édo de trabalho com o MIP e NIP
desenvolvidos foi realizado o ensaio cinético no presente material, tendo como finalidade
encontrar o melhor tempo para adsor¢do da ciprofloxacina sobre MIP/NIP e favorecer a

interacdo da ciprofloxacina com o MIP.
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Na Figura 9 pode ser observado que, MIP e NIP apresentaram perfis cinéticos
semelhantes, mostrando assim que ha uma semelhanca na estrutura do polimero sintetizado e na
disposicao dos sitios de ligacdo expostos pelo material. Entretanto os valores de %Ret de NIP
foram superiores aos valores de %Ret de MIP, evidenciando que ndo estd ocorrendo uma
interacdo nas cavidades propostas pelo MIP.

Figura 9 - Percentual de retengdo da ciprofloxacina aos polimeros em fun¢do do aumento do tempo de interacdo entre o analito e
o polimero. Massa de polimero de 10 mg, 1 mL solucdo aquosa de ciprofloxacina na concentrago de 5,0 pmol L™, tempos
avaliados 5,0 min; 10,0 min; 15,0 min; 30,0 min; 60,0 min; 90,0 min; 120,0 min; 180,0 min; 240,0 min e 300,0 min.
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Fonte: Proprio autor.

4.3.3. Estudo da influéncia do pH do meio

Um dos parametros que pode favorecer a interacdo do analito com o monémero
funcional que esta na estrutura do MIP é o pH do meio de interacdo, pois a protonacdo ou a
desprotonacdo do analito e do mondémero funcional pode favorecer a interagcdo e,
consequentemente, a retengédo da ciprofloxacina pelo MIP.

Desta maneira, os valores de pH escolhidos para este experimento foram valores
que proporcionaram a avaliacdo de diferentes estados de protonacdo tanto da ciprofloxacina
como do acido acrilico. Os valores de pH foram escolhidos a partir dos seguintes critérios: no pH
3 0 valor esta abaixo do pKa; da ciprofloxacina (6,3) e abaixo do pKa do &cido acrilico (4,7),
dessa maneira o analito esta completamente protonado, assim como o mondémero funcional. No
pH 5, o valor esta abaixo do primeiro pKa; da ciprofloxacina e acima do pKa do acido acrilico,

nesse valor ha a desprotonacdo do grupo carboxil do &cido acrilico, concedendo-0 uma carga
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negativa, porém a ciprofloxacina ndo atingiu o pKa;, responsavel pela desprotonacdo do
grupamento carboxil da molécula, desta maneira o acido acrilico exibe uma carga negativa,
enquanto, a ciprofloxacina contém ainda um hidrogénio passivel de formacdo de ligacdo de
hidrogénio e um grupo piperizidico com carga positiva onde é possivel a existéncia de uma
interacdo eletrostatica ou a formacgdo de uma ligagdo de hidrogénio. Foi escolhido o pH 7, valor
que estd acima do primeiro pKa; da ciprofloxacina e também do &cido acrilico, neste valor o
acido acrilico exibe uma carga negativa, enquanto a ciprofloxacina contém uma carga liquida
nula, pois ha a presenca de uma grupamento carboxil com carga negativa, no qual havera uma
repulsdo com o 4cido acrilico, porém contém o grupamento piperizidico que apresenta um atomo
de hidrogénio passivel de formac&o de ligacdo de hidrogénio. J& no pH 9, a solugéo esta acima
do segundo pKa, da ciprofoxacina (8,74) e acima do pKa do &cido acrilico desta forma, ha a
possibilidade de uma interacdo eletrostatica entre o grupamento piperizidico da ciprofloxacina e

do acido acrilico.

Figura 10 - Percentual de retencdo da ciprofloxacina aos polimeros em diferentes valores de pH. Massa de polimero de 10 mg,

tempo de interagdo de 2 h, 1 mL solucéo aquosa de ciprofloxacina na concentrago de 5,0 pmol L™, pH avaliado nos valores de
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Fonte: Proprio autor.

Foi observado na Figura 10 que, a medida que o valor de pH foi aumentado, o
MIP apresentou maiores percentuais de retencdo. Entretanto, ndo houve separacdo entre MIP e
NIP. Desta maneira, foi selecionado o pH 5 nas etapas subsequentes, pois foi 0 que apresentou

uma ligeira diferenciagdo entre MIP e NIP e com uma boa porcentagem de retengéo.
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4.3.4. Isoterma de adsorcao

Para a construcdo das curvas de isoterma foi realizado o célculo do valor de Q, o

qual relacionada a massa (em mg) de analito com a massa (em g) de polimero, cujo resultado é
apresentado na Figura 11.

Concomitantemente, foi avaliado o desempenho de religacdo do analito as cavidades

seletivas em dois diferentes solventes: &gua com pH ajustado a 5,0 e agua/acetonitrila 10:90

(v/v), no intervalo de concentracéo de ciprofloxacina de 1,0 a 50 pmol L™

Figura 11 - Isoterma de adsorcéo da ciprofloxacina aos polimeros em meio aquoso a pH 5, e meio organico 10:90
dgua:acetonitrila (v/v), massa de polimero de 10 mg e tempo de interacéo de 2 h, no intervalo de concentragdo de ciprofloxacina
de 1,0 2 50 pmol L™,
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Fonte: Proprio autor.

Observando a Figura 11, foi notado que ndo houve uma diferenciacdo entre MIP e NIP,
tanto para a solucdo aquosa de ciprofloxacina em pH 5, assim como para a analise em meio
organico 10:90 agua/acetonitrila (v/v).

Os resultados insatisfatorios obtidos até entdo podem estar relacionados com a ndo
formacdo das cavidades especificas para a ciprofloxacina no MIP, desta maneira expondo na
superficie do polimero os sitios de interagdo do acido acrilico (mondmero funcional)
favorecendo a formacgdo de inteiragdes ndo especificas. Foi observado que ndo houve o
surgimento de um platd no valor de Q a partir de valores superiores a uma determinada
concentracdo de ciprofloxacina, indicando assim que houve uma total saturacdo dos sitios do

material. Portanto podemos sugerir que o polimero proposto ndo apresentou em sua estrutura
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cavidades seletivas para a ciprofloxacina. Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a
sintese do polimero na propor¢do 1:4:32 ndo foi satisfatoria para a pré-concentracdo da

ciprofloxacina.

4.4. Avaliagdo da eficiéncia do MIP 1:4:200

4.4.1. Estudo de religacéo

Como os resultados dispostos no item 4.3 ndao foram satisfatérios, foi sintetizado
um novo material, conforme descrito no item 3.4.1. O primeiro estudo realizado com esse novo
polimero foi o percentual de retencdo da ciprofloxacina em funcdo da massa de adsorvente
(MIP/NIP).

Figura 12- Percentual de retencdo da ciprofloxacina aos polimeros em fungdo da massa polimérica. Tempo de interacdo de 2 h,
1,0 mL de solucéo aquosa de ciprofloxacina na concentragdo de 5,0 umol L7, massas poliméricas avaliadas de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0

e 20,0 mg.
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Fonte: Proprio autor.

Como observado na Figura 12, o MIP e NIP apresentaram porcentagem de retencédo
semelhante, contudo os valores de retencdo para MIP estdo muito abaixo do esperado,
pressupondo que ha alguma forma de impedimento na cavidade seletiva do MIP dificultando
assim a interagéo da cirpofloxacina na cavidade formada. Sendo assim, foi realizado esse mesmo
estudo, porém a solucdo aquosa de ciprofloxacina foi ajustada para pH 5 com a intencdo de

favorecer a desprotonacéo do acido acrilico.
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Figura 13 - Percentual de retencdo em funcdo do aumento da massa polimérica. Tempo de interacédo de 2 h, 1 mL solugdo aquosa

de ciprofloxacina em pH 5 na concentracéo de 5,0 umol L™, massas poliméricas avaliadas de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 mg.
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Fonte: Proprio autor

Na Figura 13 pode-se perceber que, com a mudanca do meio, houve um aumento no
percentual de retencdo. No entanto, ndo houve uma diferenciacgdo significativa entre os valores
de NIP e MIP. Além disso, o valor de retencdo para NIP foi maior que os obtidos para MIP,
mostrando a presenca de ligagdes inespecificas no material sintetizado. Existem algumas
maneiras de reduzir estas interacdes inespecificas, dentre elas, a mudanca do meio de trabalho ou

pela avaliagdo do tempo de contato entre o analito e o MIP e NIP.
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4.4.2. Estudo cinético

A fim de tentar favorecer a retencédo da ciprofloxacina sobre o MIP e minorar as

ligagBes inespecificas do NIP, foi realizado o estudo cinético para este material.

Figura 14 - Percentual de retencdo em funcdo do aumento do tempo de interacdo entre o analito e o polimero. Massa de polimero
de 10 mg, 1 mL solucdo aquosa de ciprofloxacina na concentracéo de 5,0 umol L™, tempos avaliados 5,0 min; 10,0 min;
15,0 min; 30,0 min; 60,0 min; 90,0 min; 120,0 min; 180,0 min; 240,0 min e 300,0 min.
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Fonte: Proprio autor.

Pode ser observado na Figura 14 que com o aumento do tempo de interacdo da
ciprofloxacina com os polimeros, ocorreu um aumento significativo entre o percentual de
retencdo, porém os valores de NIP foram superiores aos de MIP. Avaliando os polimeros
sintetizados até o presente momento do trabalho, pode-se notar a intensa formacao de ligacdes

inespecificas entre a ciprofloxacina e os materiais propostos.

4.5, Mag-MIP1 e Mag-MIP2

Uma alternativa para melhorar o desempenho do MIP para a adsor¢do da
ciprofloxacina e minimizar as ligagGes inespecificas que estavam ocorrendo entre o analito e 0
NIP foi a realizacdo da sintese do polimero impressos na superficie de nanoparticulas magnéticas
de dxido de ferro, formando um core-shell, favorecendo a exposicdo das cavidades seletivas

presentes no MIP, pois estas estardo presentes somente na superficie da particula.
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Uma vez sintetizadas, as nanoparticulas magnéticas descritas no item 3.4 e 0s
Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2 foram realizadas diferentes caracteriza¢cdes com

0 intuito de avaliar as caracteristicas fisicas dos materiais desenvolvidos.

45.1. Difratometria de raios x

Com a finalidade de confirmar que as nanoparticulas sintetizadas sdo formadas
por magnetita, e que houve um recobrimento (shell) em tornor das mesmas, evidenciando que
ndo houve alteracdo da constituicdo quimica do material, foram realizadas medidas de
difratometria de raios X (DRX).

Na Figura 15a, estd disposto o espectro de difracdo de raios X das FezO,
sintetizadas. E possivel observar diversos picos em diferentes angulos de difragdo, os quais
podem ser comparados com os dados disponiveis na base de dados Inorganic Crystal Structure
Database (Figura 15b), com ICSD Number 082432. Desta forma podemos observar que as

nanoparticulas sintetizadas de Fe;0, sdo formadas por magnetita.

Figura 15 — DRX das Fe;0, (). Picos de DRX disponiveis na base de dados Inorganic Crystal Structure Database ICSD
Number 082432 (b).
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Fonte: Proprio autor.

Por meio do uso do software Crystallography Search Match foi possivel aferir a
distancia dos planos cristalinos de Fe3O,4, cujos valores que estdo dispostos na Tabela 3.
Utilizando a Equacdo 13, foi possivel calcular a distancia interplanar por meio dos halos de

difracdo de elétrons obtidos pelo MET, Figura 15.

A2L = 2Rd (13)
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Onde »°L é a constante de camera e apresenta um valor fixo de 1210,00 pixels A"

1. 2R é o diametro dos halos dado em pixels e d o valor das distancias interplanares em A.

Figura 16 — Halos obtidos por meio da difracéo de elétrons de Fe;0, em MET.

Fonte: Proprio autor.

Tabela 3 — Comparacéo entre as distancias interplanares obtidas pela DRX e MET.

Plano cristalino Angulo 20 Distancia encontrada (A) Distancia calculada (A)
111 18,30 4,83
220 30,12 3,98 3,85
311 35,50 2,51 2,55
222 37,15 2,09 2,10
400 43,15 1,70
422 53,50 1,60 1,63
511 57,15 1,47 1,48
440 62,65 1,32
620 71,28 1,28
533 74,31 1,25 1,22
622 79,12 1,21 1,21

Fonte: Proprio autor.
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Como podem ser observados na Tabela 2, os dados obtidos pelo DRX corroboram com 0s
valores encontrados pela aplicacdo da Equacdo 17, assim constatam que as nanoparticulas de
F30,4 apresentam fase cristalina como magnetita.

As nanoparticulas de Fe;O, foram analisadas por meio da MET com a finalidade de

observar sua morfologia e caracteristicas superficiais (Figura 17).

Figura 17 — Imagem de MET com amplia¢&o de 200.000X da magnetita (a) e histograma de distribui¢do de tamanho da

magnetita (b).
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 17a podem ser observadas as imagens das nanoparticulas de FezO4, as
quais apresentam a formacdo de pequenos aglomerados devido a atracdo magnética das
nanoparticulas e uma uniformidade em relacdo ao tamanho delas, o que podem ser constatado na
Figura 17b,que descreve o histograma de distribuicdo de tamanho de nanoparticula e a curva de
distribuicdo LogNormal. Foi possivel encontrar o valor de diametro médio (dme) das
nanoparticulas magnéticas, as quais apresentaram um valor de 26,60 nm (x 0,62).

Apo6s a formacdo das Fez0,4-SiO,, estas foram analisadas por DRX para a
avaliacdo da efetividade do recobrimento e constatar que ndo houve mudanca na fase cristalina

das nanoparticulas de FezOj.
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Figura 18 - DRX das Fe;0, e Fe30,@Si0,.
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A Figura 18 mostra que ha uma diminuicao significativa da intensidade de pico de
todos os planos cristalinos presentes na Fe3O,4 e, inclusive, alguns picos ndo foram mais

observados, certificando que houve a realizacdo da formacdo de uma camada vitrea sobre as

nanoparticulas de Fez0y.
Posteriormente, também foi realizada analises de DRX dos polimeros impressos sobre as

nanoparticulas. Os difratogramas dos Mag-MIP1/Mag-NIP1 é mostrado na Figura 19a e dos

Mag-MIP2/Mag-NIP2 na Figura 19b.
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Figura 19 - Difratogramas de raios x de Mag-MIP1 e Mag-NIP1 (a) e Mag-MIP2 e Mag-NIP2 (b).

a — Mag-MIP1 b —— Mag-NIP2
—— Mag-MIP1 —— Mag-MIP2
[<B]
S s
[+ 5+
i= i
Z Z
= s
£ c
T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
20/ Angulo 20/ Angulo

Fonte: Proprio autor.

Pode-se concluir que o recobrimento das nanoparticulas de Fe3O, foi realizado com alta
eficiéncia devido a supressao de todos os picos de difragdo da magnetita em Mag-MIP1 e Mag-
MIP2. Nos difratogramas dos Mag-NIP1 e Mag-NIP2 ainda h& a presenca de picos pouco
intensos, porém nos mesmos planos cristalinos, assim mostrando que o recobrimento ocorreu de

forma igualitaria sobre a magnetita nos dois materiais sintetizados.
4.5.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o propdsito de caracterizar a estrutura das nanoparticulas magnéticas e do
Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2 foram realizadas medidas de espectrometria na
regiao do infravermelho com transformada de Fourier

O FTIR tem como finalidade realizar a atribuicdo de bandas provenientes do
deslocamento axial, representadas por v; ou por deformacgdes angulares representadas por 6. Na
Figura 20, estdo dispostos os espectros de transmitancia na regido do infravermelho das

nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro (Fe3O,4 - magnetita) e das Fe;0,@SiO,.



67

Figura 20 — Espectro de FTIR das Fe;0, e Fe;0,4-SiO..
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos espectros, é possivel verificar a presenca de uma banda na regido de 550 cm™
atribuida & vibragédo da ligacdo presente entre Fe-O, também é notado que nas nanoparticulas de
Fe;O, recobertas com TEOS, é observado uma supressio desta banda em 550 cm™ e o
surgimento de uma banda intensa em 1063 cm™, a qual é atribuida & vibracdo da ligacéo Si-O,
mostrando que houve a formacdo da camada vitrea na superficie das nanoparticulas magnéticas
de oxido de ferro.

Na Figura 21 estdo exibidos os espectros de transmitancia na regido do infravermelho do
mondmero estrutural (EGDMA) utilizado para a sintese de ambos os materiais. O EGDMA tem
como funcdo conferir aos polimeros sintetizados estrutura fisica e conferir suporte fisico na

adsorcéo da ciprofloxacina nas cavidade seletivas do Mag-MIP1 e Mag-MIP2
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Figura 21 - Espectro de FTIR do EGDMA.
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Fonte: Proprio autor.

Podemos ressaltar a presenca de duas principais bandas caracteristicas; a primeira

em 1715 cm™ devido ao deslocamento axial entre a ligacdo C=0O e a segunda em 1640 cm™

referente ao deslocamento axial entre a ligacdo C=C. Na Tabela 4 é apresentado as demais

bandas referentes aos deslocamentos axiais e deformacfes angulares caracteristicos do grupo

éster, além dos dobramentos angulares das ligaces duplas entre os carbonos da extremidade.

Tabela 4 — Bandas de FTIR referentes ao EGDMA.

Principais 2975- 1715 1640 1460 1320 1290 1145 1010 940 810
bandas (cm™) 2900
Atribuigdes vC-H vC=0 v C=C 6 =CH, v C-O 6 =C-H
sp® para fora do plano

Fonte: Proprio autor.
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Figura 22 - Espectro de FTIR da comparacéo entre a estrutura do EGDMA e do Mag-MIP1/Mag-NIP1 (a), e comparagdo entre a
estrutura do EGDMA e do Mag-MIP2/Mag-NIP2 em (b).
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Fonte: Proprio autor.

Assim, ap0s analisar os materiais que compdem a estrutura do Mag-MIP1/Mag-NIP1 e
Mag-MIP2/Mag-NIP2, foi realizada uma comparacao entre os espectros do (Figura 22). Pode ser
observado que a estrutura polimérica dos materiais sintetizados € constituida basicamente
somente de EGDMA, devido a presenca das bandas em 1715 cm™ e 1290 cm™ caracteristicas do
éster. Adicionalmente, pode-se confirmar que a reacdo de polimerizacdo acontece de forma
radicalar pela quebra das duplas ligacbes entre os carbonos dos mondmeros, pois a banda em
1640 cm™, referente ao deslocamento axial entre C=C, presente no espectro do EGDMA néo foi
mais observada apds a formacdo dos polimeros. Na Tabela 5 é exibido as principais bandas
referentes deslocamentos axiais e deformacdes angulares caracteristicos do EGDMA e do Mag-

MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2.

Tabela 5 — Bandas de FTIR referentes a0 EGDMA em comparagdo com Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2.

Principais 2975- 1715 1460 1320 1290 1145 1010 940 810
bandas (cm™) 2900
AtribuicGes v C-H v C=0 8 =CH, v C-0 d=C-H
sp’ para fora do plano

Fonte: Proprio autor.



4.5.3. Caracterizacdes morfoldgicas

A modificacio da magnetita, a funcionalizacdo com grupamentos
metacrilato e o recobrimento com o MIP aumentam o didmetro das particulas, dificultando assim
com que o feixe de elétrons disparado pelo microscopio eletrénico de transmitancia incida sobre
a amostra. Por essa razdo, os demais materiais: Fe30,@SiO;; Fes0O,@Si0,-C=C; Mag-MIP1,
Mag-NIP1; e Mag-MIP2, Mag-NIP2 analisados por MEV-FEG para avaliar sua morfologia,

distribuicdo e caracteristicas superficiais.

Figura 23 - Imagem de MEV-FEG com ampliacdo de 10.000X da Fe;0,@SiO, (a), histograma de distribui¢do de tamanho da
Fe;0,@Si0, (b), imagem de MEV-FEG com ampliagéo de 10.000X da Fe;0,@SiO,-C=C (c), histograma de distribuicdo de
tamanho da Fe;0,@SiO,-C=C (d).
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Fonte: Proprio autor.
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Na Figura 23a pode-se observar as imagens das nanoparticulas de Fe;O,@SiO,
mostrando que estas estdo aglomeradas devido a atragdo magnéticas que elas apresentam, no
entanto apresentam uma aumento uniforme no seu tamanho, que pode ser avaliado por meio da
Figura 23b, que demonstra o histograma de distribuicdo de tamanho das particulas e o ajuste
realizado com o uso Equagdo LogNormal, desta maneira as FesO,@SiO, apresentam o valor de
Omed = 82,69 nm (+ 0,83). A Figura 23c dispde a imagem das Fe;0,@SiO,-C=C que pode-se
notar que ha um aglomerado de material porem uma uniformidade em sua superficie, avaliando o
histograma de distribuicdo de tamanho da Fe3O,@SiO,-C=C disposto na Figura 23d, foi
realizado o ajuste da Equacdo LogNormal, podendo assim determinar o valor do dme das
Fe30,@Si0,-C=C sendo este igual 93,83 nm (+6,31), este pequeno aumento observado é
corresponde a incorporacdo dos grupos metacrilatos na superficie das Fe;O,@SiO;, para a
formacéo das Fe;0,@SiO,-C=C.

As imagens de MEV-FEG dos materiais Mag-MIP1, Mag-NIP1; e Mag-MIP2, Mag-

NIP2, estdo apresentadas na Figura 24.



72

Figura 24 - Imagem de MEV-FEG com ampliacdo de 10.000X de Mag-MIP1 (a), histograma de distribui¢do de tamanho da
Mag-MIP1 (b), imagem de MEV-FEG com ampliacéo de 10.000X de Mag-NIP1 (c), histograma de distribui¢do de tamanho da
Mag-NIP1(d), Imagem de MEV-FEG com ampliacéo de 10.000X de Mag-MIP2 (e), histograma de distribui¢do de tamanho da
Mag-MIP2 (f), imagem de MEV-FEG com ampliagdo de 10.000X de Mag-NIP2 (g), histograma de distribui¢do de tamanho da

Mag-NIP1(h).
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Por meio das figuras 24a, 24c, 24e e 24g pode-se observar que o Mag-MIP1,
Mag-MIP2, Mag-NIP1 e Mag-NIP2 respectivamente, evidenciaram morfologias semelhantes
dispostas na forma de particulas esféricas, apresentaram a formacdo de aglomerados devido as
caracteristcas magnéticas do corre em seu nucleo.

Por meio do ajuste realizado com o uso Equacdo LogNormal dispostos nos
histogramas apresentados na Figura 24b, 24d, 24f e 24h, pertencentes a Mag-MIP1, Mag-MIP2,
Mag-NIP1 e Mag-NIP2 respectivamente, pode-se estipular 0 dyeq dos materiais denotados, desta
maneira estes apresentaram 0s seguintes valores. O Mag-MIP1 apresentou um
dmed = 164,92 nm (x 5,73), Mag-MIP2 exibiu um valor de dmeg = 145,55 nm (= 0,77), Mag-NIP1
um dmeg =138,19nm (£ 2,31). e 0 Mag-NIP2 um dmeg = 147,37 (x 3,35). Assim, pode-se
concluir que hd uma homogeneidade no tamanho das particulas de polimeros magnéticos
sintetizadas sobre as nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro, evidenciando assim o core-

shell desenvolvido no presente trabalho dispde de caracteristicas de nanomateriarais.

4.5.4. Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

A VSM ¢ uma técnica que tem como finalidade determinar a resposta magnética
do material quando este € submetido a aplicacdo de um campo magnético fixo por um
determinado tempo. Este material pode ser classificado de quatro formas acordo com o
comportamento do material quando submetido a um campo magnético externo: diamagnéticos,

paramagnético, ferromagnéticos e paramagnéticos, exibido na Figura 25. (131)

Figura 25- Ilustracdo do momento magnético (M) de diferentes tipos de materiais sob aplicacdo de um campo magnético (H).
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Fonte: (132).
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Para a analise de magnometria, 0 material é colocado sob efeito de um campo magnético
até atingir uma magnetizacao de saturacao (Ms); que é gerada pelo alinhamento méaximo de todos
0s momentos magnéticos do material. Com a diminuicdo do campo, o valor de magnetizacéo
decresce para o valor de magnetizacdo remanescente (Mg). O campo necessario para remover a
magnetizacdo de um material depois de ser submetido ao campo magnético externo é chamado
de campo coercitivo (-H.) que vai aumentando continuamente até atingir um valor oposto ao da
magnetizacdo de saturacdo, completando o ciclo que representa a histerese do material. Para os
materiais superparamagnéticos, devido aos monodominios, apresenta-se uma curva de histerese
de alta magnetizacdo de saturacao e zero de remanéncia. (132)

Em razdo das nanoparticulas utilizadas no presente trabalho serem magnetita,
esperou-se um comportamento superparamagnético dos materiais desenvolvidos. Portanto todas
as etapas foram caracterizadas por VSM para conferir as propriedades magnéticas no decorrer do
processo de modificagao.
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Figura 26 - Curvas de histerese magnética para Fe;0,; Fe;0,@SiO, e Fe;0,@SiO,-C=C (a); e curvas de histerese magnética
para Mag-MIP1; Mag-MIP2; Mag-NIP1 e Mag-NIP2 (b).
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Fonte: préprio autor.

Por meio da Figura 26a é possivel observar que a Fe3O4 possui um valor de Mg
igual a 65,78 eum g™*. Apds o recobrimento com TEOS o valor diminui para 8,18 meu g™. Para
Fe;0,@Si0,-C=C ha um pequeno decaimento (3,94 eum g*). Na Figura 26b, é possivel
observar que o recobrimento do polimero sobre a nanoparticula magnética funcionalizada
diminui ainda mais os valores de Ms, apresentando valores préximos a 0,42 eum g™ para Mag-
MIP1 e Mag-MIP2; e 2,02 eum g para Mag-NIP1 e Mag-NIP2.

Por via deste experimento pode-se concluir que os valores de Mg descressem a
medida que se aumenta as camadas de recobrimento do material. Contudo, ainda assim, é
observado que ndo houve magnetizacdo remanescente, nem coercitividade ou histerese como

esperado de materiais superparamagneticos.
4.5.5. Fisissor¢do de N, e analise com ajuste BET

A diferenca marcante entre Mag-MIP e Mag-NIP € a presenca de poros nos

materiais, uma vez que o MIP apresenta as cavidades seletivas para o analito. Para aferir a

porosidade, foi utilizada a técnica de fisissorcdo de nitrogénio, juntamente com o método de

andlise de dados BET. O objetivo desse estudo foi verificar a formacdo das cavidades na

estrutura do MIP e o tamanho dos poros dos polimeros, permitindo assim diferenciar Mag-MIP e
Mag-NIP, pela medida do didmetro interno de poro, area superficial e volume de poro.

Na Tabela 6 estdo dispostos os valores de didmetro médio de poro (g), area superficial

(As) e volume médio de poro (Vmed). Por meio destes valores pode-se concluir que houve a

formacdo de cavidades no Mag-MIP1 e Mag-MIP2, uma vez que apresentaram valores
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superiores em todos os pardmetros aferidos. JA& o Mag-NIP1 e o Mag-NIP2 apresentam uma
forma mais compactada, possivelmente por ndo possuirem as cavidades seletivas a
ciprofloxacina. Podemos observar que houve um aumento de aproximadamente 4,5 e 13,3 vezes
entre 0 @ e A; de Mag-MIP1 e Mag-NIP1 respectivamente; e entre Mag-MIP2 e Mag-NIP2 o

valor de g aumentou aproximadamente 4,6 e de As 1,6 vezes.

Tabela 6 - Resultados de porosidade obtidos pelas isotermas de fisissorcdo com ajuste BET para as amostras de Mag-MIP1;
Mag-NIP1; Mag-MIP2 e Mag-NIP2.

Material @ med (NM) As (m° g ™) Ve (cm® g™)
Mag-MIP1 23,6 172,2 0,222
Mag-NIP1 5,18 12,97 0,0807
Mag-MIP2 40,4 160,2 0,246
Mag-NIP2 8,82 99,86 0,221

Fonte: Proprio autor.

De acordo com Gregg e Sing (133), materiais porosos podem ser classificados em funcéo
do diametro conforme apresentado na Tabela 7. Diante do diametro do poro obtido pelo método
BET, aproximadamente 23 A e 40 A, para Mag-MIP1 e Mag-MIP2 respectivamente, podendo

assim classificar os polimeros como mesoporosos.

Tabela 7 - Classificagdo dos poros segundo seu diametro.

Classificac&o @ (A)
Microporo 9<20
Mesoporo 20 < g <500
Macroporo @ > 500

Fonte: (133)

4.6. Avaliacdo da eficiéncia do Mag-MIP1 e Mag-MIP2

Por meio das técnicas de caracterizacdo do Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-
MIP2/Mag-NIP2 foi observado que estes materiais ndo apresentam diferencas significativas na
composicgdo e estrutura. Entdo, foi realizada uma série de experimentos com o intuito de avaliar a

eficiéncia de adsorcdo da ciprofloxacina sobre o Mag-MIP1 e Mag-MIP2.
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4.6.1. Estudo de religacao

Como experimento inicial, foi realizado um ensaio de religacdo da ciprofloxacina
a ambos materiais. A Figura 26 apresenta os valores de percentual de retencdo do analito em
funcdo do aumento da massa de polimero, em um solucdo de ciprofloxacina 5 pmol L™, por um

periodo de 120 min.

Figura 27 — Percentual de retengdo em funcdo do aumento da massa polimérica. Tempo de interacdo de 120 min, 1 mL solugéo
aquosa de ciprofloxacina na concentracéo de 5,0 umol L™, massas poliméricas avaliadas de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 mg; Mag-
MIP1/Mag-NIP1 (a) e Mag-MIP2/Mag-NIP2 (b).
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Fonte: Proprio autor

A Figura 27a apresenta o resultado para o Mag-MIP1/Mag-NIP1. O Mag-MIP1
apresentou valores de retencdo superiores a 80%, enquanto que o Mag-NIP1 teve porcentagens
de retencdo inferiores a 40%.

Ja o resultado obtido para o Mag-MIP2/Mag-NIP2 (Fig. 27b) ndo se mostrou
satisfatorio, pois ndo houve diferenca significativa entre o polimero impresso e 0 ndo impresso.
Adicionalmente, a porcentagem de retencdo variou entre 10% e 70%, valores inferiores aos
obtidos para o polimero sintetizado com apenas um monémero funcional.

Para os experimentos posteriores, foi adotado a massa de 5 mg para ambos

materiais.
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4.6.2. Estudo cinético

Haja vista os resultados obtidos no item anterior, foi realizado um estudo cinético,
com a finalidade de determinar o melhor tempo de interacdo entre a ciprofloxacina e os materiais
desenvolvidos. Na Figura 28a, estdo dispostos os resultados obtidos para o Mag-MIP1/Mag-
NIP1, que foi disperso em em 1,0 mL de uma solugdo aquosa de cirpofloxacina 5 pmol L™
Enquanto que o Mag-MIP2/Mag-NIP2 (Fig. 28b) foi disperso em uma solucdo de H,O:MeOH

(70:30) v/v (proporcéo de solvente otimizada; resultado ndo apresentado).

Figura 28 - Percentual de retencdo em funcéo do aumento do tempo de interagdo entre o analito e o polimero, Mag-MIP1/Mag-
NIP1 (a) e Mag-MIP2/Mag-NIP2 (b). Foram pesados 10 mg dos polimeros, tempos avaliados 5,0 min; 10,0 min; 15,0 min;
30,0 min; 60,0 min; 90,0 min; 120,0 min; 180,0 min; 240,0 min e 300,0 min. Mag-MIP1/Mag-NIP1 foram dispersos em 1 mL
solugéo aguosa de ciprofloxacina na concentragéo de 5,0 umol L™, enquanto que Mag-MIP2/Mag-NIP2, estes foram 1 mL

solug&o em uma solugéo de H,O/MeOH (70:30) v/v de ciprofloxacina na concentracéo de 5,0 pmol L.
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Fonte: Proprio autor

Por meio dos resultados expostos na Figura 28, foi estabelecido que o tempo
Otimo de analises para 0 Mag-MIP1/Mag-NIP1 foi de 120 min, pois a porcentagem de retencao
do Mag-MIP1 foi de 95 % e o de Mag-NIP de 9 % diferenciando um largo intervalo entre MIP e
NIP. No entanto, para 0 Mag-MIP2/Mag-NIP2 foi de 30 min, que foi o tempo que apresentou
maior diferenca entre os valores de retencdo entre Mag-MIP2 e Mag-NIP2, sendo que 93% e
45% respectivamente. Quanto ao comportamento cinético dos polimeros sintetizados pode-se
observar que estes ndo apresentaram comportamentos andlogos, proveniente da presenca de um
segundo mondmero estrutural (1-vinilimidazol) no Mag-MIP2/Mag-NIP2, promovendo uma

mudanca no equilibrio de adsorcdo entre a ciprofloxacina e os polimeros impressos e assim
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alterando o comportamento cinético do Mag-MIP2/Mag-NIP2 em relacdo o Mag-MIP1/Mag-
NIP1.

4.6.3. Isotermas de adsorgdo

Este experimento foi realizado para avaliar a eficiéncia de adsor¢do (Q) dos
polimeros em diferentes concentracdes de analito. A adsor¢do pode ocorrer de trés maneiras,
sendo elas; monocamada, multicamadas ou uma superficie mista entre monocamada e
multicamada. Os experimentos desta etapa tém como finalidade entender como se comporta a
adsorcdo da molécula molde no polimero, além de informar a capacidade maxima de adsor¢éo
(Qmax) € a constante de adsorcao (K).

Existem equacdes as quais sdo denominadas isotermas de adsor¢édo e sdo curvas obtidas a
partir da quantidade de soluto adsorvido em funcéo da concentracdo deste soluto; para estes
estudos é importante que a concentracdo livre de analito esteja em equilibrio com a concentragédo
adsorvida sobre o material. Desta maneira, foram utilizados os seguintes modelos matematicos
para realizar essas analises e determinar os valores de Qmax € K.

A isoterma mais conhecida e utilizada segue o modelo matemaético desenvolvido
por Langmuir, Equacédo 3, o qual leva em consideragdo que a adsor¢do s6 ocorre em uma dnica
camada (monocamada); que a espessura da camada adsorvida é igual a espessura do adsorbato; e
que o numero de sitios de ligacdo sdo bem definidos; todos sdo idénticos, possuindo assim a
mesma afinidade para com o analito e ndo ha nenhum tipo de interacdo lateral e impedimento
estérico entre as moléculas mesmo em locais adjacentes.

Q =

M.K.C
T ®)

Onde M carga maxima de polimero; K é a constante de afinidade e C é a
concentracdo de analito ndo ligada.

A isoterma de Freundlich, Equacéo 4, foi o a primeira equacéo que relaciona uma
adsorcdo ideal e reversivel. O tipo de adsorcdo que este modelo descreve ndo é restrito apenas a
uma monocamada, mas sim por multicamadas em que a energia de adsorcdo decresce
exponencialmente até a conclusdo do processo de adsor¢do, sendo que P é a inclinagao da

funcdo, o qual pode variar de 0,0 a 1,0 e mede heterogeneidade da superficie.

Q=K.CP (4)
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Ha& uma combinacdo entre as expressdes descritas por Langmuir e Freundlich, a
qual foi deduzida para predizer sistemas de adsor¢do heterogénea e controlar a limitacdo da
concentracédo de analito crescente. Apresentada na Equacdo 5, esta evidencia que quando o valor
de C tende a 0, o sistema se ajusta como descrito pelo modelo de Freundlich; porém quando o

valor de C tende concentragdes altas, o sistema se configura como o descrito por Langmuir.

K.M.cP
Q= 1+K.CP (5)

A isoterma de Redlich-Peterson também é um modelo matemético hibrido dos modelos
de Langmuir e de Freundlich, apresentado na Equacgéo 6. Ela pode ser aplicada tanto a sistemas
homogéneos, quanto heterogéneos. Quando em altas concentragdes, o valor de B tende a 0, se
aproximando do modelo de Freundlich; em concentragcdes baixas, o valor de B tende a 1,

ajustando assim no modelo de Langmuir.

K.M.C
Q= 1+M.cB (6)

O modelo de Toth, disposto na Equacdo 7 é um modelo empirico, aplicado a

sistemas heterogéneos que satisfaz tanto quanto valores altos como baixos de concentragao.

_ KMC
=
(1+K.M3)B

(7)

A Figura 28 apresenta o desempenho de adsor¢do do analito nas cavidades do material,
cujos resultados foram utilizados para o ajuste dos dados em diferentes modelos matematicos,
assim sendo possivel encontrar o valor de Qmax; K ¢ B. Para Mag-MIP1/Mag-NIP1 a solucéo de
dispersao foi preparada em meio aquoso, enquanto que para o0 Mag-MIP2/Mag-NIP2 foi uma
mistura H,O:MeOH 70:30 (v/v).
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Figura 29 - Isoterma de adsorcéo de ciprofloxacina em (a) Mag-MIP1/Mag-NIP1 em meio aquoso; (a) Mag-MIP2/Mag-NIP2 em
meio 70:30 H,O/MeOH (v/v), massa de polimero de 5 mg e tempo de interagéo de 120 min (a) e 30 min (b).
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Fonte: Proprio autor.

Observando os perfis apresentados pelas curvas de isoterma de adsor¢édo, Figura
29, pode-se perceber que estas exibem certa semelhanca entre seus comportamentos. Na figura
29a é notado que esta apresenta um perfil hiperbolico apresentando um plat6é no valor de Q em
concentracdes de ciprofloxacina superiores a 50 pmol L™, 0 mesmo pode ser percebido na Figura
29b, contudo o Mag-MIP2/Mag-NIP2 apresentou em concentragdes superiores a 50 umol L™ um
aumento intenso no valor de Q e igualdade entre as respostas de Mag-MIP2 e Mag-NIP2,
proveniente da saturacao superficial dos polimeros.

Avaliando os valores exibidos na Tabela 8, pode-se concluir que o modelo
matematico no qual os dados se ajustam é o modelo de Lamgmuir-Freundich (Equacdo 5), pois é
0 que apresenta maior valor de r% 0,9675/0,9837 e 0,9941/0,9955 para Mag-MIP1/Mag-NIP1 e
Mag-MIP2/Mag-NIP2, respectivamente. Assim podemos constatar que 0 processo de
quimissorcdo entre a ciprofloxacina e os polimeros impressos desenvolvidos ocorreu de forma
heterogenea, e aconteceu por duas formas, em um primeiro momento a adsor¢do da
ciprofloxacina no Mag-MIP se deu pela formacdo de uma monocamada e a medida que a
concentracdo de analito no meio aumentou houve uma mudanca no processo de adsorcao,

passando a acontecer em forma de multicamadas adsorvidas.
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Tabela 8 — Resultados dos pardmetros dos ajustes dos dados experimentais de adsorcédo de Ciprofloxacina com Mag-MIP1/Mag-

Modelo Parametro Mag-MIP1 Mag-NIP1 Mag-MIP2 Mag-NIP2
: Qumax (umol g-1) 5,85+ (0,78) 0,41 + (0,39) 3,58 +(1,12) 0,47 +(0,08)
Lamgmuir .
K (L pmol™) 0,014 + (0,01) 0,023+ (0,01) 0,008 + (0,003) 0,08 + (0,04)
r2 0,9665 0,9564 0,9919 0,9013
K (L pmol™) 4,34+ (0,78) 4,54 + (0,13) 27,77 +(0,01) 14,28 + (0,03)
Freundich
B 0,56 + (0,09) 0,47 + (0,11) 0,86 + (0,07) 0,44 + (0,15)
r’ 0,9197 0,844 0,9853 0,7573
: Quax (umol g-1) 4,65 + (0,67) 2,68 + (0,05) 1,83+ (0,52) 0,36 + (0,008)
Lamgmuir- .
. Tt K (L pmol™) 0,05 + (0,006) 0,02 + (0,008) 0,08 + (0,002) 0,06 + (0,004)
reundic
B 1,38 +(0,37) 1,91 +(0,12) 1,27 +(0,21) 2,43 +(0,25)
r? 0,9675 0,9837 0,9941 0,9955
Redlich Qpnax (umol g-1) 1,54 £ (8,01) 6,83 + (0,001) 0,13 £ (0,003) 0,36 * (0,006)
edlich-
o K (L pmol™) 0,23 +(0,13) 0,78 + (0,17) 0,15 + (0,31) 0,89 + (0,16)
etreson
B 0,441 * (0,14) 1,59 + (0,28) 445 44 + (0,19) 1,74 + (0,15)
r’ 0,8999 0,9837 0,9566 0,9551
Qumax (umol g-1) 0,22 +(0,02) 0,19 + (0,04) 0,20 + (0,007) 0,15 + (0,009)
Toth K (L umol™) 0,22 + (0,06) 0,19 + (0,02) 0,21 + (0,21) 0,15 + (0,17)
B 1,95 + (0,24) 2,16 (0,39) 2,04 + (0,15) 2,52 + (0,12)
r? 0,6315 0,3123 0,9566 -0,3585

Fonte: Proprio autor.

Também foi possivel encontrar o valor de K: 0,05 # (0,006) / 0,02 + (0,008) L pmol™
para Mag-MIP1 / Mag-NIP1; e 0,08 + (0,002) /0,06 + (0,004) L pmol™, para Mag-MIP2 / Mag-
NIP2. Por meio da comparacdo entre os valores de K de Mag-MIP1 e Mag-NIP1, e de Mag-
MIP2 e Mag-NIP2 pode-se concluir que a ciprofloxacina apresenta maior afinidade de adsorcao
pelos Mag-MIP1 e Mag-MIP2 em relacdo os valores dispostos por Mag-NIP1 e Mag-NIP2,

evidenciando assim a existéncia de cavidades restritas a ciprofloxacina.
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4.6.4. Seletividade

Em seguida foi realizado o estudo de seletividade (Fig. 30), cujo objetivo foi
avaliar o grau de retencdo de compostos com estruturas moleculares semelhantes a
ciprofloxacina, bem como moléculas que apresentam estruturas distintas. Os compostos com
estrutura analoga utilizados nesse estudo foram norfloxacina, levofloxacina e orfloxacina, que
pertecem a classe das fluoroquinolonas, os compostos com estruturas distintas foram,
paracetamol e acido ascérbico.

Com os dados obtidos neste estudo, foram efetuados os célculos matematicos descritos no
item 3.5.6 com a finalidade de avaliar em termos numéricos qual polimero impresso expde
melhor desempenho neste item. Os valores estdo dispostos na Tabela 9 para Mag-MIP1/Mag-
NIP1 e na Tabela 10 para Mag-MIP2/Mag-NIP2.

O teste de seletividade é essencial para avaliacdo da funcionalidade do Mag-MIP. Este
experimento avalia a criacdo dos sitios seletivos, pois, ao expor 0 Mag-MIP e 0 Mag-NIP em
contato com um analito e com compostos de estrutura simililar, deve haver uma maior %Ret da
ciprofloxacina pelo Mag-MIP, devido este apresentar cavidades especificas para a
ciprofloxacina, enquanto que para os demais compostos analisados deverdo exibir uma baixo
%Ret no Mag-MIP. No entanto para o Mag-NIP ndo necessariamente deverad haver uma ligacéo
especifica entre a ciprofloxacina e o polimero, devido ao NIP ndo apresentar cavidades seletivas
em sua estrutura, bem como dos demais compostos analisados.

A adsorcdo de uma molécula por um substrato € definida como uma funcdo da
tensao superficial (o) de uma molécula por um substrato. Desta maneira, a seletividade de um
Mag-MIP surge da variacdo entre a energia livre de adsor¢do de um substrato comparado com
outro. Esta variacdo de energia livre de ligacdo de uma molécula, sendo ela o analito de interesse
ou uma molécula interferente distinta, pode ser determinado pela Equacdo de energia livre de

Gibbs, Equacéo 8.

AG = —R.T.InK, (8)

Sendo que K, é denominado de coeficiente de particdo da molécula no polimero,
definido como a razdo entre nimero médio de moléculas ligadas ao polimero, e a concentracdo

da molécula na solucdo. Equacéo 9.
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Ky =2 (9)

A partir do valor encontrado na Equacéo 10, pode-se chegar ao valor do fator de
separagao (o), o qual ¢ definido pela razao entre os dois coeficientes de particdo para a molécula 1,

analito (K,,), e para a molécula 2, interferente (K,,), conforme exibido na Equacéo 10.

a=-"= (10)

Entretanto, a caracteristica que proporciona a paridade entre 0 Mag-MIP e Mag-
NIP é o fator de impressdo (1), expresso na Equagdo 11. O valor de | é obtido pela razdo entre
coeficiente de particdo de uma molécula em um polimero impresso, K, Mag-MIP, e o coeficiente

de particdo em um polimero ndo impresso, Ke Mag-NIP, ambos definidos pela Equacao 11.

_ KyMag—MIP
KpMag—NIP

(11)

O valor de | obtido para o analito utilizado na sintese do Mag-MIP dever ser
superior ao obtido para os interferentes. E esta relacdo do fator de impressdo da molécula molde
em relacdo ao interferente que determina o fator de seletividade (S) de um polimero, ou seja,
toma-se a razdo do fator de impressdo para as duas substancias diferentes, 1, para a molécula
molde (ciprofloxacina) e I, para um interferente, conforme definido pela Equacéo 12.

Iy

§=12 (12)

I
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Figura 30 — Percentual de retengdo de diferentes interferentes para avaliagdo dos parametros de seletividade. Em (a) Mag-
MIP1/Mag-NIP1; massa de polimero de 5 mg; dispersos em solucdo aquosa de ciprofloxacina, norfloxacina, orfloxacina,
levofloxacina, dcido ascobico e paracetamol na concentragio de de 5,0 pmol L™ por um tempo de interacéo de 120 min. (b) Mag-
MIP2/Mag-NIP2; massa de polimero de 5 mg; dispersos em meio 70:30 H,O/MeQOH (v/v) de ciprofloxacina, norfloxacina,

orfloxacina, levofloxacina, acido ascobico e paracetamol na concentragio de de 5,0 pmol L™ por um tempo de interacéo de 30

min.
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Tabela 9 — Pardmetros relacionados ao efeito de impressédo do Mag-MIP1/Mag-NIP1.
-Mag-MIP1 -Mag-NIP1  Kp-Mag-MIP1 Kp-Mag-NIP1
Interfentes A N AN " prviag " prviag 1 a-Mag-MIP1 a-Mag-NIP1  I-Magl  S-Magl
(mgg”) (mgg”) (mLg™) (mLg?)

Ciprofloxacina 291 2,10 1,59 1,13 - - 1,39 -
Norfloxacina 29,75 29,74 18,64 18,62 0,085 0,06 1,00 1,39
Orfloxacina 3,17 3,63 1,74 2,02 0,90 0,57 0,86 1,61
Levofloxacina 3,14 3,65 1,73 2,02 0,92 0,56 0,85 1,62

Acido ascorbico 2,83 2,83 3,23 3,22 0,49 0,35 1,00 1,39
Paracetamol 1,69 1,33 2,22 1,75 0,72 0,65 1,27 1,09

Fonte: Proprio autor.
Tabela 10 — Parametros relacionados ao efeito de impressdo do Mag-MIP2/Mag-NIP2.
Q-Mag-MIP2 Q-Mag-NIP2  Kp-Mag-MIP2  Kp-Mag-NIP2
Interfentes 1 N 1 " o -Mag-MIP2 a-Mag-NIP2 1-Mag2 S-Mag?2
(mgg”) (mgg”) (mLg?) (mLg7)

Ciprofloxacina 1,03 0,35 0,56 0,19 2,88
Norfloxacina 0,15 0,14 0,09 0,09 SY5 2,07 1,03 2,77
Orfloxacina 3,05 2,65 1,69 14 0,33 0,13 1,15 2,50

Levofloxacina 2,32 2,40 1,28 1,33 0,43 0,14 0,96 2,98

Acido ascorbico 0,56 0,50 0,64 0,57 0,87 0,33 111 2,60
Paracetamol 0,82 0,89 1,09 1,18 0,51 0,16 0,92 3,12

Fonte: Proprio autor.
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Na Figura 30a, pode-se observar que os valores de percentual de retencdo de todos
os interferentes foram superiores para 0 Mag-NIP1 em relacdo ao exibido pela ciprofloxacina.
Os valores apresentados podem ser explicados pela presenca de grupos hidroxilica (OH) na
estrutura molecular de todos os interferentes analisados, 0s quais sdo passiveis de realizarem
ligagbes de hidrogénio com o &cido acrilico contido na estrutura do polimero, que estd
desprotonado no pH em que solucdo de disperséo se encontra, pH 6,7.

No entanto os valores de percentual de retencdo dos interferentes para Mag-MIP1 foram
inferiores, como era esperado, devido a estrutura molecular dos interferentes que sdo analogas a
ciprofloxacina conterem substituintes na posicdo C6 e N1 diferentes dos contidos na
ciprofloxacina, dificultando assim a entrada na cavidade seletiva formada no Mag-MIP1.

Na figura 30b, é observado que os valores de percentual de retencdo exibidos por
todos os interferentes para o Mag-MIP2 foram inferiores aos valores exibidos pela
ciprofloxacina. Esses valores podem ser explicados pela presenca dos dois mondmeros
funcionais contidos no polimero impresso, o &cido acrilico e o 1-vinilimidazol, proporcionando
assim uma maior especificidade da cavidade formada, e dificultando a formacdo de ligacdes
inespecificas entre os interferentes e o polimero impresso. Em relacdo ao Mag-NIP2, a exibicao
de valores inferiores do percentual de retencdo pode ser explicada por uma possivel ligacdo entre
0 acido acrilico e do 1-vinilimidazol, assim expondo em menor nimero os radicais passiveis de
realizarem ligagGes com os interferentes analisados.

Pode-se observar na tabela 5 que o valor encontrado para S utilizando Mag-MIP1/Mag-
NIP1 para todos os interferentes analisados foi superior a 1,00. Na tabela 6 é notdrio também que
os valores de S empregando o Mag-MIP2/Mag-NIP2 para todos os interferentes foi superior
2,00, evidenciando assim que o uso de dois monomeros funcionais favorece a seletividade dos
polimeros impressos. Esses valores corroboram com a hipotese de como se da a formacdo das
ligacOes entre os interferentes analisados nesta etapa e os polimeros impressos desenvolvidas no

presente trabalho.

4.6.5. Aplicacdo em amostras de leite bovino

Apos todas as etapas de sintese, caracterizacdo e avaliacdo da eficiéncia dos Mag-
MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2, foram realizados experimentos de adsorgdo e
dessorcdo em amostras comerciais de leite integral e desnatado com o intuito de avaliarmos a

viabilidade de aplicacdo dos materiais desenvolvidos.



87

A etapa de adsorcdo tem como finalidade aferir a porcentagem de retencdo da
ciprofloxacina em amostras de leite previamente tratadas descritas no item 3.6.1. A Tabela 11
exibe os valores de %Ret de Mag-MIP1/Mag-NIP1 e Mag-MIP2/Mag-NIP2 para as amostras de

leite integral e desnatado.

Tabela 11 — Aplicagdo dos polimeros sintetizados em amostras de leite diluidas 200 vezes. Massa de polimero 5 mg; dispersos
por 120 min em 1,0 mL de solucéo aquosa de ciprofloxacina preparada na amostra de leite integral e desnatado nas concentracoes
de 5,0 pmol L, 10 pmol LY, 50 pmol L™ para Mag-MIP1/Mag-NIP1, e por 30 min em 1,0 mL de uma solugdo 70:30
H,O/MeOH (v/v) de ciprofloxacina preparada na amostra de leite integral e desnatado nas concentragdes de 5,0 pmol L™, 10
pmol L, 50 umol L™ para Mag-MIP2/Mag-NIP2.

Adsorcao
Integral Desnatado
Mag-MIP1 Mag-NIP1 Mag-MIP2 Mag-NIP2 | Mag-MIP1 Mag-NIP1 Mag-MIP2  Mag-NIP2
5,0 pmol |_’1 92,83 58,52 68,07 32,58 76,52 69,14 63,65 32,61
10 pmol |_'1 71,99 53,69 71,162 59,98 79,74 64,58 65,55 52,35
50 pmol |_'l 64,17 48,01 59,46 45,67 72,73 47,08 56,71 38,69

Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar que os valores de porcentagem de adsorcdo para Mag-MIP1 e Mag-
MIP2 foram praticamente constantes apresentando valores médios de porcentagem de adsorgédo
aproximadamente 75,00%. Evidenciando que os dois polimeros impressos desenvolvidos nao
apresentaram efeito de matriz significativos, pois os resultados obtidos no decorrer da otimizagéo
da metodologia de analise para Mag-MIP1 e Mag-MIP2 foram aproximadamente de 95%.

Em seguida foi realizado o experimento de dessor¢édo, item 3.6.2, o qual teve como
intuito avaliar a capacidade de extracdo da ciprofloxacina das cavidades dos materiais
desenvolvidos. O objetivo central deste procedimento € constatar que os polimeros impressos
sintetizados podem ser empregados em uma situacéo real de laboratdrio ou setor de controle de
qualidade, pois 0 Mag-MIP ir& atuar como uma fase extratora na amostra de leite e o processo de
dessorcdo possibilita aferir o qual a concentragdo de cirpfloxacina esta na presenta na amostra.

Os valores de porcentagem recuperacao estao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 —Percentual de recuperagéo das concentracdes de concentragdes de 5 umol L™, 10 pmol L, 50 pmol L™, massa
polimérica de 5 mg, tempo total de dessorcao de 120 min para Mag-MIP1/Mag-NIP1 Mag-MIP2/Mag-NIP2 em amostras de leite

integral desnatado.

Dessorcao

Integral Desnatado

Mag-MIP1 Mag-NIP1 Mag-MIP2 Mag-NI1P2 Mag-MIP1 Mag-NIP1 Mag-MIP2 Mag-NI1P2

5,0 pmol L* 98,27 93,32 73,25 22,41 98,27 93,32 43,19 25,15
10 pmol L™ 92,43 75,16 72,54 34,22 93,11 75,06 30,34 18,84
50 pmol L™ 76,82 79,31 48,01 24,44 86,37 79,31 62,47 21,15

Fonte: Préprio autor.

Observando os resultados apresentados na Tabela 12 pode-se concluir que em termos de
%Recuperacdo de analito do polimero impresso o Mag-MIP1/Mag-NIP1 apresentou valores
médios de aproximadamente 89,1% para Mag-MIP1 e 82,6% para Mag-NIP1, para as amostras
de leite integral e; para as de leite desnatado sendo de 92,6% para o MIP1 e 82,5% para o NIP1.
Quando calculados os valores da %Recuperacdo com o Mag-MIP2/Mag-NIP2 os valores médio
foram para o leite integral de aproximadamente 65% e 27% respectivamente; e para as amostras
de leite desnatado de 45,3% e 21,7% nessa ordem. Em todos 0s casos pode-se observar a
eficiéncia superior dos MIP em comparacao aos seus correspondentes NIP.

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que o emprego do Mag-MIP1 como
fase extratora em amostras de leite integral e desnatado é extremamente eficiente, pois este
demostrou valores de percentual de retencéo e de recuperacédo superiores aos exibidos pelo Mag-
MIP2. Essa menor eficiéncia apresentada pelo Mag-MIP2 conclui que o uso de dois monémeros
funcionais para a sintese de polimero molecularmente impresso sobre nanoparticulas magnéticas
para ciprofloxacina ndo causam aprimoramento da eficiéncia de retencdo-nos experimentos que

foram utilizados amostras comerciais de leite.
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5 Conclusoes

Foi possivel realizar a sintese do MIP para a ciprofloxacina pelo método de
precipitacdo através do método convencional, tendo como parametros de partida dados presentes
na literatura. No entanto, ap6s otimizacao da sintese foi necessario 0 aumento da quantidade de
mondmero estrutural para a realizacdo da sintese do material.

Também neste trabalho foi possivel concluir que a sintese das nanoparticulas
magnéticas, sua modificacdo com TEQOS e silanizacdo com MPS, bem como seu recobrimento
com o MIP foram efetivas. Mostrando que a sintese dos MIP sobre a superficie das
nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro expde de maneira mais eficiente as cavidades
seletivas formadas no MIP, desta maneira favorecendo a interacdo que ocorre entre a
ciprofloxacina e o MIP explicando o melhor desempenho quando comparado pelo MIP
convencional sintetizado inicialmente.

Em relagdo as caracteristicas fisicas apresentadas por Mag-MIP1 e Mag-MIP2, foi
observado que o uso de dois mondmeros funcionais ndo altera de forma relevante na estrutura do
material. Porém, o Mag-MIP2 apresentou algumas caracteristicas diferenciadas em relacdo ao
polimero sintetizado com apenas um mondmero como seletividade e rapidez na interacdo com
seu analito. Adicionalmente, o0 Mag-MIP1 e o Mag-MIP2 apesentaram percentuais de retencéo
na adsor¢do da ciprofloxacina nos estudos de otimizacdo e aplicacdo proximos a 90%. Desta
maneira inovando no presente grupo de pesquisa e contribuindo com a area de polimeros
molecularmente impressos no mundo.

No que se refere as aplicagbes em amostras de leite bovino utilizando o
procedimento de extracdo em fase sélida dispersiva (DSE), os Mag-MIP1 e o Mag-MIP2
apresentaram valores similares de retencdo (aproximadamente 90%). Ja avaliando os dados
obtidos apos a dessorcdo do analito, o Mag-MIP1 exibiu valores de percentual de recuperacao
superiores a0 Mag-MIP2 nas condi¢bes avaliadas. Entretanto, neste estdgio da pesquisa a
aplicacdo dos Mag-MIP2 ndo foi bem-sucedida para as analises em leite, pois a presenca de dois
mondmeros funcionais favoreceu aumento da forca de interagdo existente entre a cavidade
especifica formada no Mag-MIP2 dificultando assim a saida da ciprofloxacina. Dessa maneira
um aumento do tempo de dessor¢do e/ou maiores quantidades de solvente poderdo favorecer a
saida da ciprofloxacina da cavidade. Estudos adicionais deverao ser realizados para otimizar esse
procedimento e obter resultados satisfatorios e mostrar a eficiéncia e potencialidade do Mag-

MIP2 neste tipo de amostras.
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