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Resumo
Foram elaboradas e testadas rotas de sintese de polimeros de impressdo molecular

com o objetivo de emprega-los como fase sorvente no processo de pré-concentracdo de
estrégenos por extracdo em fase sdlida e posterior andlise dos analitos por HPLC. Os
resultados cromatograficos, comparados ao cromatograma padrdo de calibragdo, mostraram
uma recuperacao de 77% para um dos polimeros. Este, por apresentar melhor potencial para
reter os os analitos alvo (estrégenos) em seus sitios seletivos, foi classificado como o MIP que
mais atende ao que se propde no trabalho, embora sua caracterizacdo morfoldgica por
microscopia eletrdnica de varredura ndo tenha apresentado o que se esperava como
resultados mais satisfatérios, a saber, regularidade de graos e porosidade. Sendo assim, pode-
se dizer que a rota e as condigbes de sintese deste polimero, a saber, em auséncia de
solvente e com o mondmero funcional da reticulagdo sendo somente a molécula molde,
apresentou porosidade suficiente para a interagdo com a matriz e maior seletividade frente aos

demais, sendo a irregularidade de seus graos desprezivel para tal finalidade.
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1. Introducao
Poluentes ou contaminantes emergentes consistem numa classe de compostos

organicos de origem variada que podem ser encontrados em matrizes ambientais e
biolégicas e muitas vezes ndo sdo controlados pelas agéncias regulatérias o que nao
exclui, contudo, seu potencial risco a salde humana e ao meio ambiente.l. Vale ressaltar
gue tais compostos sdo denominados emergentes uma vez que apesar de ja serem
utilizados ha décadas, s6 puderam ser avaliados e monitorados com o recente avango e

desenvolvimento de métodos mais sensiveis de analise?.

Os poluentes emergentes sdo derivados de diversas classes de compostos com
amplas aplicagbes como: farmacos (antibidticos, anti-inflamatérios, analgésicos e
reguladores lipidicos); produtos de beleza (bronzeadores, antissépticos, repelentes de
insetos e fragrancias); produtos quimicos industriais (plastificantes, preservantes de
madeira, produtos de limpeza, anticorrosivos e aditivos de gasolina); pesticidas;

hormonios3>.

A EPA, do inglés United States Environmental Protection Agency, adere a classificagao
dos contaminantes emergentes em funcdo dos seus efeitos, usos ou caracteristicas
guimicas e biolégicas. Uma classe tratada com importante relevancia no presente estudo é
a dos interferentes enddcrinos (IEs) comumente encontrados no solo, ar, alimentos e, com

destaque para o objetivo do trabalho, em cursos d’agua®.

Em seu trabalho “Desreguladores enddcrinos no meio ambiente: efeitos e
consequéncias.” Dezotti atribui a contaminacéo de recursos hidricos a responsabilidade de
ser um dos maiores problemas ambientais da atualidade e ressalva que a preocupagéo
com os micropoluentes - substancias que se manifestam em concentrac6es na ordem de

pg Lt e ng L? - tem aumentado expressivamente nos Ultimos anos’.

Para fins de estudos os hormonios sédo subdivididos em varias classes. Dentre elas os
sexuais merecem destaque quando o quesito € contaminacdo de efluentes. Estes podem
ser subdivididos em femininos (estrogenos); masculinos (andrégenos) e de gravidez

(progestogenos)®. Os estrogenos, por sua vez, despertam maior preocupacdo dos



sanitaristas visto que sdo muito ativos biologicamente e sédo continuamente introduzidos no

meio ambiente®.

Vérias técnicas de preparo de amostras a niveis tracos sdo discutidas atualmente.
Dentre elas a SPE, do inglés Solid Phase Extraction, uma técnica que visa remover 0s
efeitos de matriz, isolar e concentrar os analitos viabilizando a analise e quantificacdo dos
mesmos ainda que em quantidades tracos. Trata-se de uma técnica liquido-sélido e, além
de ser empregada em extracdo de analitos semivolateis e ndo volateis de amostras

liquidas, é também util para amostras sélidas pré-extraidas com solventes?0.

Tecnicamente, fases sélidas sdo recheadas em cartuchos e atuam como sorventes,
enquanto a amostra que contém o analito é depositada no topo do cartucho e percola a

coluna ao sofrer uma leve pressao, quando ocorre a separacgao das particulas.

A Figura 1 apresentada a seguir mostra as etapas em que a SPE acontece.
Inicialmente as forcas do solvente de eluigdo com o solvente da amostra precisam ser
reguladas. Isto é feito condicionando o sorvente com solvente adequado; em seguida, a
amostra é introduzida e, ao percolar a coluna, o analito e alguns interferentes séo retidos; a
coluna é, entdo, limpa para a retirada dos interferentes (processo conhecido como clean-

up) e, finalmente, a eluicdo do analito de interesse é feita.
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Figura 1: Etapas da SPE para concentragdo e/ou isolamento do analito alvo. Extraida de: Scientia
Chromatographica; Instituto Internacional de Cromatografiall.

Quanto aos mecanismos de retencdo sorvente-analito, destacam-se: adsorcao,



particdo (fase normal e reversa), troca idnica e excluséo. As forcas atuantes entre as moléculas
do analito e do sorvente sdo, comumente, as ligacBes de hidrogénio, as interacdes dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo induzido e interagGes ibnicas?2.

Diversos sorventes sdo comercialmente disponiveis. Grande parte deles baseia-se em

grupos organicos, a saber, Cis, Cs, Cz, cicloexil, fenil, cianopropil, aminopropil (NH), ligados
guimicamente a silica; também muito utilizados sdo os que incluem fases poliméricas como o
metacrilato entrecruzado e o copolimero poliestireno divinilbenzeno3.
Castillo et al. elucida que a extracdo de contaminantes emergentes pelo uso de cartuchos tem
apresentado indices altamente satisfatérios em diferentes faixas de concentracdo. Geralmente
cartuchos tipicos de SPE consistem em tubos de polipropileno com 50 a 500 mg de material
sorvente que é fixado no tubo por dois filtros porosos!4. Outras alternativas de dispositivos de
SPE sdo encontradas na literatura. Uma delas é o disco de extracdo no qual os analitos sdo
imobilizados em uma matriz inerte e estavel de microfibras de politetrafluoretiieno (PTFE) ou
vidro. Atualmente, a juncdo de cartuchos e discos tem sido testadas com o intuito de se obter
técnicas de extragdo ainda mais eficientes?®.

O presente trabalho disp6e da SPE no modo off-line onde a amostra é pré-tratada e
depois analisada convencionalmente por métodos cromatogréficos. Todavia, existem
equipamentos que agrupam a SPE - dispositivos para extragdo, clean-up e eluicdo da amostra,
e o cromatégrafo, comumente liquido, fornecendo, entdo, um preparo de amostra e
guantificacdo automatizada e continua.

Apesar das vantagens dos sorventes comerciais de serem de facil acesso,
homogéneos, poderem atuar em SPE como fases reversas, apresentarem estruturas altamente
cristalinas, dentre outras, a baixa seletividade torna tais opg¢des invidveis para estudos
especificos. Neste sentido, imunossorventes, polimeros de impressdo molecular (MIP), e as
fases de acesso restrito (RAM) surgem como alternativas para sorventes seletivos a serem
empregados em técnicas de SPE!4,

A extracdo em fase solida utilizando polimero de impressdo molecular (MISPE, do
inglés molecularly imprinted polymer solid-phase extraction) é, portanto, uma alternativa
interessante para analise quantitativa precisa de analitos alvo em matrizes complexas tais
como cursos d'agua em concentracdes tracos. Nesta técnica, os polimeros molecularmente

impressos com sitios especificos de interacdo sao empregados como fases estacionarias,



conferindo maior eficiéncia e preciséo ao processo SPE.

Joseph e colaboradores descrevem o reconhecimento molecular como um fenémeno
onde a ligacdo de uma molécula a um receptor é preferencial e seletiva frente a outras
moléculas e ressalta a importancia destes sistemas em aplicacoes de estudos da quimica

analitical®.

O uso de polimeros de impressdo molecular € uma estratégia promissora no quesito
seletividade e ja se encontram na literatura aplicagées destes materiais em varias técnicas, tais
como cromatografia liquida, eletrocromatografia capilar e eletroforese capilar, extracdo em fase

sélida, microextracdo em fase sélida, e como adsorventes seletivos em sensores quimicos?6,

Polimeros de impressdo molecular (do inglés molecularly imprinted polymers — MIP)
sdo polimeros com capacidade de reconhecimento molecular, uma vez dotados de sitios
especificos estereoquimicamente moldados a partir da molécula ou analito de interesse3. A
sintese destes materiais se d4 ao redor da molécula molde (MM) por ligages covalentes ou
ndo covalentes, iniciando-se com a formacdo de um complexo entre o analito de interesse
(MM) e o mondmero funcional (MF)¥7. O processo de polimerizacdo € iniciado pelo agente
iniciador radicalar (IR) e entdo propagado. Os complexos séo fixados por reacbes de
entrecruzamento dos polimeros e, por fim, as moléculas molde sdo extraidas da matriz
polimérica, resultando nos sitios especificos de ligacao desejados com afinidade exclusiva a
molécula molde. A Figura 2 a seguir apresenta esquematicamente uma visao geral de sintese

de MIP.
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Figura 2: Representacéo esquematica do processo de impressdo molecular. Extraida de Silva, 2009 18,

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
e Sintetizar uma fase MISPE para determinacdo de hormdnios estrogenos em efluentes.

2.2. Objetivos especificos
e Desenvolver rotas de sinteses variando parametros do processo de polimerizacédo e

analisar qualitativamente os materiais obtidos;
e Quantificar as moléculas molde extraidas dos polimeros a fim de verificar se houve
extracdo satisfatoria;
e Caracterizar os polimeros quanto a sua estrutura, morfologia e porosidade;
e Testar a eficiéncia, precisdo e seletividade dos polimeros impressos empregando-os
em extragcdo em fase sdlida para pré-concentracdo dos analitos de interesse
analisando os extratos MISPE obtidos via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC);
e Definir e/ou elencar melhor rota de sintese para obtencdo da fase MISPE a partir dos

resultados de analise HPLC avaliados.



3. Metodologia

3.1. Sintese dos polimeros de impressao molecular
As rotas de sintese desenvolvidas consistem em processos de polimerizagdo in Bulk,

onde a molécula molde (template) e 0 monémero funcional sdo dissolvidos no mesmo solvente
e se ligam em posicdes especificas. Em seguida, o agente de ligacdo cruzada é adicionado a
mistura para promover a interligagcao entre as moléculas e a formacao de uma rede polimérica;
e o iniciador radicalar, responséavel por disponibilizar radicais livres para propiciar e manter a
reacdo de polimerizacdo®2l, Qutras definicdbes desta técnica sdo ainda encontradas.
Andersson H.S. e seus colaboradores, em “A historical perspective of the development of
molecular imprinting.” adota uma abordagem mais ampla acerca da polimerizagdo in bulk.
Segundo eles esta metodologia de sintese consiste simplesmente em dispor 0os reagentes em
uma ampola lacrada que, sob determinadas condi¢cdes formam um mondlito que sera em
seguida macerado e lavado para a remoc¢éo do template. O resultado, contudo, espera-se que
seja 0 mesmo: particulas de consisténcia rigida e de tamanho homogéneo, contudo de formato

irregular, devido a necessidade de maceracéo??.

Algumas rotas foram executadas mantendo-se a propor¢cdo aproximada de 1:10
molécula molde e agente reticulante, respectivamente, de modo a garantir o deslocamento do
equilibrio para a formagdo de mais sitios especificos, como sugere Andersson e

colaboradores?é,

Empregou-se 0s estrégenos estrona e estriol variando-se 0s agentes reticulantes
etilenoglicol trimetacrilato (EDMA) e trimetilpropano trimetacrilato (TRIS), nos solventes

cloroférmio e acetonitria, como apresenta a Tabela 1.



Tabela 1: Reagentes, quantidades e condi¢des de polimerizagdo (onde MM é a Molécula Molde, MF o
monémeno funcional, AR o agente reticulante, e IR o iniciador radicalar).

W“W“ - “W

Estrona 1,80.10* - EDMA 212100 ABCN495le4 &0

Estrona 1,78.100 - TRIS 2,12.10°%  ABCN4,91e4 60 24 =

s

Estrona 1,73.10 Ac. Metacriico EDMA 2,12.100 ABCN4,91e4 6D 24 Acetonitrila 2

4 0,0266 :

Estrona 1,36.10+  Ac. Metacriico  EDMA 2,12.100 ABCN4,91e4 60 24 Cloroformio 3
0,0266 :

Estricl 1,65.10+ - EDMA 2,12 100 ABCN4951e4 &0 24 Cloraférmio 3

3

Estriod 1,76.10+* - TRIS2,1210° ABCN4,91e4 60 24 Cloroférmio 3

Estrinl 1,56.10 -f'g:; Metacriico  EDMA 2,12.100 ABCN4,91e4 60 24 Cloroformio 3
0,0266 3

A Figura 3 apresenta esquematicamente a marcha analitica adotada. Inicialmente os
reagentes de polimerizagédo séo adicionados ao tubo de ensaio e submetidos a banho maria a
60°C nos tempos apresentados na Tabela 1. Em seguida foram expostos ao ambiente para
secagem e triturados com almofariz e pistilo. A extracdo das moléculas molde foi entédo
executada com sonicacdo com metanol, em 3 ciclos de 5 minutos. Apds cada sonica¢do o
material foi filtrado em papel de filtro quantitativo e submetido a secagem em temperatura
ambiente. O extrato filtrado foi submetido a analise em HPLC a fim de se monitorar a extragédo

das moléculas molde.

Os polimeros nédo impressos (NIP, do inglés Non Imprinted Polymer) foram sintetizados

sob as mesmas condic¢des, um para cada MIP, salvo o emprego da molécula molde.
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Figura 3: Marcha Analitica de sintese dos materiais poliméricos.

Os polimeros que apresentaram grande heterogeneidade como resultado de uma
analise qualitativa por observacao a olho nu foram considerados impréprios para continuidade
do processo e portanto ndo foram submetidos as etapas de trituragdo e extragdo do solvente.

Maiores detalhes acerca destas classificacdes e desclassificacdes sao tratados nos resultados.

3.2. Anadlise e caracterizagdo dos materiais poliméricos

3.2.1. Microscopia eletronica de varredura
As amostras selecionadas foram colocadas no compartimento de amostras (stubs),
como mostra a Figura 4, e introduzidas no equipamento a fim de se analisar aspectos

morfologicos dos materiais poliméricos sintetizados. A Figura 5 € uma imagem real do

equipamento utilizado.

Figura 4: Porta amostras do MEV compacto Figura 5: MEV compacto disponivel na CEM-UFABC



3.3. Extracdo em Fase sélida

Para a extracdo em fase sélida os cartuchos SPE foram preparados de acordo com as

seguintes etapas:

Cartuchos SPE comerciais ja utilizados e disponiveis foram reaproveitados para
colocar as fases MISPE sintetizadas. A fase polimérica comercial foi retirada, a carcaca
restante foi lavada e devidamente seca. Dois fragmentos de papel de filtro quantitativo foram
depositados no fundo do cartucho que foi em seguida recheado com 100 mg de polimero
impresso (MIP). O mesmo foi feito para um cartucho com polimero nédo impresso (NIP). Sobre o
recheio de material polimérico foram colocados mais dois fragmentos do mesmo papel de filtro.

A Figura 6 a imagem dos cartuchos prontos para o processo MISPE.

<y

Figura 6: Fotografia dos cartuchos de SPE

A matriz simulada em presencga de estrogeno para teste dos materiais poliméricos foi

preparada com 1 mg/L de hormdnio (estrona e estriol) utilizando-se agua de torneira.

Cada coluna foi condicionada com 3 mL de agua desionizada seguida de 3mL de
acetonitrila utilizando-se um vacuum manifold de 12 posicGes da marca Fenomenex, a vazao
foi controlada utilizando-se bomba a vacuo. Apés a etapa de condicionamento das fases
MISPE e NIPS em cada um dos cartuchos foi feita a aplicacdo de 100mL da amostra simulada.
ApoOs a aplicagdo das amostras foi feita a eluicdo dos compostos de interesse retidos nas fases
MISPE em estudo utilizando-se 3mL de uma mistura constituida por Acetonitrila e agua
desionizada na proporgcdo 1:1. A Figura 7 mostra o sistema utilizado para a realizacdo da

extracdo MISPE efetuada.



Figura 7: Sistema automatizado de SPE empregado.

3.4. Método HPLC
As condi¢cGes de analise foram as que seguem: fase mével 50% ACN:H20 acidificada

com uma solugdo 3 mmolL? de acido fosférico (v/v) pH 3,0; coluna Cis (2,1 mm x 250 mm, 5
pm; procedéncia Supelco), fluxo 1 mLmint, injegdo 10 yL, A = 281 nm, T=40°C. Os padrdes
empregados para otimizacao do método sdo de procedéncia Sigma-Aldrich e em grau analitico.

A metodologia foi validada segundo o protocolo ICHQ2R1 (ICH, 2005).

4. Resultados e discussao

4.1. Andlise e caracterizagdo dos polimeros de impressao molecular

4.1.1. Analise qualitativa (visual) dos polimeros

A Figura 8 mostra as fases MISPE sintetizadas de acordo com as condi¢Bes descritas
na metodologia. Pode-se observar que os polimeros 2, 3, 5 e 7 apresentam fases bem
heterogéneas. Além disto, em todos eles a fase anéaloga € percebida no MIP e ndo no NIP. Isto
pode sugerir, dada que a Unica diferenca entre eles € a presenca e auséncia de molécula
molde, que a heterogeneidade consiste da molécula molde ou de algum complexo desta.
Quanto aos polimeros 3 e 4, analisando as rotas de sintese vé-se que a Unica diferenca entre
eles é o solvente: acetonitrila para o 3 e cloroférmio para o 4. Isto pode ser justificado pela
diferenca de polaridade entre eles. A maior polaridade da acetonitrila frente ao cloroférmio e a
molécula molde estrona faz com que a solubilizagdo desta em cloroférmio seja melhor. Quanto
aos agentes reticulantes, analisar os polimeros 1 e 2, 5 e 6, nos permite inferir que a

10



reticulagdo da estrona com EDMA parece ser mais favoravel a obtencdo de material
homogéneo que com TRIS; ao passo que a reticulagdo do estriol aparenta ser preferivel com

TRIS.

Em funcéo dos fatores apresentados torna-se inviavel a utilizagdo das demais fases
MISPE sintetizadas, o que junstifica a escolha de uso das fases 1 e 4 para os estudos

realizados.

Figura 8: Fotografia mostrando as fases MISPE sintetizadas

4.1.2. Andlise dos filtrados apds extracdo de template via HPLC

Os cromatogramas dos filtrados resultantes da extracdo do template sdo apresentados
nas Figuras 10, 11 e 12 (Vide anexos). O cromatograma da mistura de padrées de estrogenos
(Figura 9 em anexo) analisados pelo mesmo método apontam para os tempos de retencdo
para separacdo de estrona e estriol. Tomando-o como base comparativa e de calibracédo, foi
possivel observar que a extragdo das moléculas molde estrona e estriol com metanol foi

eficiente, o que sugere que os MIPs extraidos encontram-se livres de molécula molde.

Provar que a molécula molde foi removida da rede polimérica, contudo, ndo garante a
formacado dos sitios especificos de reconhecimento molecular. A possiblidade de deformacgéo
das estruturas poliméricas e a ndo formacdo dos sitios estereoquimicos nao podem ser
descartadas. Isto justifica a proxima etapa da sequéncia metodolégica: o teste dos MIP com

base em sua capacidade de reconhecimento molecular, apresentado no tépico seguinte.

11



4.2. Teste dos MIP: analise dos extratos pds SPE da matriz simulada via HPLC

Apresentamos a seguir os resultados das analises cromatograficas das amostras da
matriz simulada a 1 ppm de estrona e estriol pré-concentradas por extragdo em fase solida em
cartucho recheado com os polimeros de impressdo molecular sintetizados (vide Figuras 13 a

16 em anexo).

Foram analisados os extratos de MIP e NIP submetidos ao mesmo processo de SPE.
Os resultados cromatograficos dos MIP 1 e NIP 1 demonstram que o eluido do MIP apés o
processo de clean up apresenta alta concentracdo de estrona, de modo que a retencédo das
moléculas de analito alvo foram efetivamente retidas pela matriz polimérica. O eluido do NIP,
por sua vez, apresenta, no mesmo tempo de retencdo, baixissima concentracdo de estrona,
praticamente desprezivel perto dos picos de demais intereferentes, como era esperado dado
que o NIP néo possui sitio de reconhecimento molecular e, portanto, ndo deve manter o analito

alvo apés o processo de clean up.

Tomando como 100% a area média do pico padrdo de estrona a 1 ppm, obtivemos para
o MIP 1 uma porcentagem de recuperacdo de estrona de 77%, e para o NIP de 4%. A
porcentagem de recuperacdo € tratada aqui como o fator que mede o quanto o polimero é
capaz de recuperar, retendo em sua matriz, as moléculas de analito alvo. Tal comparacao é
possivel por via direta dado que a concentragdo do padrdo e da matriz simulada é a mesma, a

saber, 1 ppm.

Analisar comparativamente as porcentagens de recuperagédo do MIP e do NIP, e sendo
o NIP polimero ndo impresso obtido nas mesmas condi¢bes, nos respalda a atribuir a
impressdo molecular do MIP o mérito de pré-concentrar as moléculas de analito alvo retendo-
0s em seus sitios seletivos. Este valor de porcentagem é altamente satisfatorio e implica na

eficiéncia do processo.

A andlise dos extratos de SPE dos polimeros 4 (MIP e NIP) foi também analisada da
mesma maneira. O cromatograma do MIP apresenta um pico caracteristico de estrona. Isto
significa, assim como para o MIP 1, que o analito alvo foi retido pela matriz polimérica e
liberado pela interacdo com metanol. O cromatograma do NIP, entretanto, sugere que a
concentracdo de estrona € desprezivel quando comparado com o0s demais picos de

interferentes. H4 a presenca de um primeiro pico bastante proeminente no cromatograma do
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NIP que ndo aparece com a mesma relevancia no cromatograma do MIP. A este podem ser
atribuidos solvente ou interferentes, sendo a sua natureza irrelevante para a funcionalidade do
polimero impresso. A porcentagem de recuperagdo para o MIP obtida foi de 27%, e para seu

NIP, de 11%. Estes resultados ndo sao tdo satisfatorios quanto os dos polimeros 1.

Estes resultados sugerem que a sintese mais simples sugerida com o template
atuando como mondmero funcional da polimerizacdo e em auséncia de um solvente foi a mais

eficiente na formacéo de sitios especificos de interacéo.

4.3. Caracterizacdo dos polimeros de impressdao molecular
4.3.1. Resultados morfoldgicos: MEV

As imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura estdo organizadas na
Figura 17 e nos fornecem informa¢Bes importantes acerca dos aspectos morfolégicos dos
polimeros. Embora os polimeros 6 (MIP e NIP) tenham sido desclassificados por
heterogeneidade do MIP, para efeito de comparagdo das rotas de sintese suas imagens por

MEYV foram incluidas nos resultados.

»
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Figura 17: Fotografias obtidas por microscopia eletronica de varredura. (A) MIP 1; (B) NIP 1; (C) MIP 4;

(D) NIP 4; (E) MIP 6; (F) NIP 6
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As imagens permitem verificar que a morfologia, bem como o tamanho relativo das
particulas e porosidade de cada MIP quando comparada ao seu NIP, é bem semelhante. Isto
ressalva o que se propde: o NIP ser um “branco” do MIP sendo a Unica diferenga entre eles a
presenca e auséncia de molécula molde. Além disto é possivel observar uma diferenca
discrepante entre os materiais oriundos das trés diferentes rotas. A comecar pelo MIP (A) e seu
NIP (B) é perceptivel que estes apresentam maior irregularidade quanto aos formatos das
particulas e tamanho consideravelmente maior. Isto provavelmente se deve ao fato de terem
sido sintetizados na auséncia de solvente, como sugere Manzoor e colaboradores?3. Em seu
trabalho a polimerizacéo é eficiente em auséncia de solvente e eles reiteram que a auséncia de
solvente no sistema evita interferéncias e favorece a estabilidade de complexacao estavel entre
mondmero e molécula modelo. O que se observa no presente trabalho, contudo, € que a
presenca de solvente foi vital para a obtencdo de materiais mais porosos, o que € importante
para a aplicabilidade dos mesmos dado que é esperado que atuem como materiais sorventes e
0s poros sao responsaveis pela intera¢do destes materiais com as amostras de andlise.

Outro aspecto que deve ser considerado é a presenca de mondmero funcional. O MIP
(C) e seu NIP (D) foram reticulados partindo do complexo formado entre mondmero funcional e
molécula molde. Os outros, (A) e (B), (E) e (F) foram tentativas de se polimerizar um material
impresso onde o mondmero funcional da polimerizagédo é a propria molécula molde. Particulas
analogas a rede polimérica sdo notadas na Figura 17(E). Estas podem ser entendidas como
fragmentos do material polimérico cujo processo de maceracdo foi dificultado devido a
interacdes da molécula molde com algum componente da polimerizagdo, dado que estas sao

observadas no MIP mas ndo no NIP.

4.4, Potencial pré-concentrador dos polimeros

O teste dos materiais poliméricos em matriz simulada com estr6genos nos permite
julgar sua eficiéncia como pré-concentrador em coluna de SPE. A isto estdo associados
aspectos acerca dos tipos de impressao dos polimeros. Ambos os polimeros testados,1 e 4,
foram sintetizados por impressao do tipo ndo covalente. Este tipo de impressédo é reconhecida
por ser regida pelos mesmos tipos de interacdo que os sistemas de reconhecimento biolégico,
a saber, ligacdes de H, interacles eletrostaticas e interacdes 123. Neste tipo de impressao, 0s
mondmeros sdo comumente empregados em excesso, o que diminui a seletividade do material
dada a possibilidade de formacao de locais de ligacdo ndo especificos?*. O polimero 1,
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contudo, foi sintetizado propondo que o template atuasse como monémero, o que reduz a
possibilidade de comprometimento de seletividade. O polimero 4, por sua vez, foi sintetizado

com mondmero funcional.

A polimerizacdo de ambos os polimeros testados, 1 e 4, é governada por ligacGes de
hidrogénio que acontecem entre os grupos hidroxila da estrona e éster do EDMA, e o acido
carboxilico do acido metacrilico. Os grupos funcionais envolvidos nas liga¢cdes de hidrogénio

estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Grupos funcionais envolvidos nas ligagdes de hidrogénio que regem as impressées nao
covalentes

5. Conclusao

As imagens obtidas por microscopia de varredura eletrbnica e as analises a olho nu
permitem inferir que os materiais sintetizados com mondmero funcional e em presenca de
cloroférmio apresentaram maior regularidade de tamanho de grdos e de poros. Os resultados
cromatograficos dos testes dos polimeros, por sua vez, demonstram que o polimero 1 é o que
apresenta maior potencial para o que se propde. Aspectos discutidos sobre as condi¢cbes e
interacdes que regem a polimerizacdo sustentam tal resultado: a sintese em presenca de
solvente e mondémero funcional pode ter a seletividade do polimero resultante comprometida
dadas as interferéncias nas interacdes entre mondmero e molécula modelo. Isto pode ter

comprometido a seletividade do polimero 1.

Comparar os resultados nos mostra também que a irregularidade das particulas ndo
fada a aplicacé@o de pré-concentrador seletivo dos polimeros ao fracasso e que a porosidade do
polimero 1, embora menor que a do polimero 4, foi suficiente para permitir a interagdo do

analito alvo com os sitios impressos.

Sendo assim, a rota a partir da qual se obteve os polimeros 1 cujo potencial de
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recuperacdo foi 77% se apresentou mais interessante para interagir seletivamente com as
moléculas de estrona e pré-concentra-las. Uma vez muito semelhantes as moléculas de
estrona, estriol e outros estrégenos, acredita-se que a mesma rota pode ser empregada
também com sucesso para tais moléculas alvo. Neste sentido, o trabalho continua em
andamento para a sintese com demais estrogenos além de outras técnicas para caracterizagao

dos materiais.
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Figura 9: Cromatograma do padréo apresentando os tempos de reten¢éo de estrona e estriol, da
esquerda para a direita.

o 850

o0 - &0

2 2

. =00

150. Fazo

400 e

0. R
ESEN fao 2
£ H

0. foz

0. f2o0

3 ]

o o

2 =)

o
=] 0
2 H Y 7 H H ]

Minutes

Figura 10: Cromatograma do extrato do MIP 1, estrona.

19



mal

mAL

550 550
500 500
50 L4z
0. 400
250 350
0 Fao
2
280, 280 E
200 200
150 50
100 F10
50. r
k
!
f
=) -5
H H H 5 H 7 g E] ]

Minutes.

850- 250
0 - 00
550. 550
510 20
0] 450
4004 )
2z fasa
0] fo 5
E
250.| 250
200 200
=] BT
100 Foo
s0] \\ 0
I
T
o] 0
z 3 H H H 7 5 s 1]

Minutes

Figura 12: Cromatograma do extrato do MIP 4, estrona (apds ciclos 2 e 3 de sonicagéo).
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Figura 13: Cromatograma do extrato da SPE, MIP 1, estrona.
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Figura 14: Cromatograma do extrato da SPE, NIP 1, estrona.
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Figura 15: Cromatograma do extrato da SPE, MIP 4, estrona.
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Figura 16: Cromatograma do extrato da SPE, NIP 4, estrona.
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