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ROCHA, Luana Rianne. Sintese de polimero molecularmente impresso para pré-
concentragcao e determinagao de tetraciclinas em amostras de leite empregando
sistema BIA com detec¢cao amperométrica. 2023. 189 f. Tese de Doutorado. (Pés-
Graduacdo em Quimica). Doutorado em Quimica da Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A tetraciclina (TC), um antibiético de amplo espectro utilizados para o tratamento de
infeccbes bacterianas em humanos e animais, bem como agente promotor de
crescimento em animais, tém sido considerado um poluente emergente devido a
presenca de seus residuos nos alimentos e no meio ambiente, podendo causar
disfuncdes enddcrinas, reprodutivas e metabdlicas, além de resisténcia bacteriana em
seres humanos. Devido a baixa concentragdo e complexidade das matrizes, se faz
necessaria uma etapa de preparacao da amostra. Nesse sentido, a extragao em fase
sélida por impressao molecular (MISPE) se torna atraente devido a adsorgao seletiva
do o analito alvo pelo polimero, que permite a pré-concentragao do analito e limpeza
da matriz da amostra. Assim, no presente trabalho, foi desenvolvido um método
analitico baseado na pré-concentragcao off-line de TC usando um polimero
molecularmente impresso (MIP) e determinacdo amperométrica em sistema de
analise de injecdo em batelada (BIA) empregando um eletrodo impresso de carbono
(SPCE) modificado com nanoparticulas de ouro. Os parametros associados ao
sistema BIA, bem como aqueles relacionados a modificacdo do sensor, foram
otimizados para obter maior sinal analitico para TC. As variaveis do sistema BIA, como
vazdo e volume de injecdo foram otimizados obtendo a melhor resposta com
velocidade de 123,15 uL s e volume de inje¢cdo de 200 pL, enquanto o melhor
desempenho do sensor foi obtido aplicando potencial de 1,2 V vs Ag/AgCl e usando 4
mmol L' HAuCls na modificagdo do eletrodo. Sob condi¢des otimizadas de BIA e
eletroanalitica, a determinacéo de TC foi realizada obtendo-se um limite de deteccéao
de 3,53 pmol L. Com o objetivo de obter menores limites de detecgdo, bem como
melhorar a seletividade do método desenvolvido, um novo polimero molecularmente
impresso para TC foi sintetizado usando um método de sintese semi-covalente
baseado em uma ligagdo especifica termicamente reversivel. Nesta sintese, o
complexo molde-mondmero foi sintetizado pela reag¢ao de isocianato de 3-isopropenil-
a,a-dimetilbenzil com TC, onde a TC foi ligada a um grupo vinilico polimerizavel por
meio de uma ligagao uretano termicamente reversivel. A remoc¢do da TC por uma
simples reagao térmica produziu sitios especificos de reconhecimento de tetraciclina
na superficie do polimero. O polimero ndo impresso (NIP) foi sintetizado da mesma
forma, sem a presengca do molde. Os polimeros foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, adsorcdo/dessorg¢ao
de nitrogénio, microscopia eletrénica de varredura, analise termogravimétrica e ponto
de carga zero. Com base nos coeficientes de seletividade relativa (k’), o MIP
apresentou maior seletividade para TC e alguns compostos estruturalmente
semelhante pertencentes a familia das tetraciclinas em relagao ao NIP, mesmo tendo
uma area especifica menor (183,21 m? g-') que o NIP (206,12 m? g™, indicando que
a maior capacidade de adsorgao de TC pelo MIP se da pela impressao quimica.
Estudos de seletividade mostraram que o MIP tem maior seletividade para TC e
compostos da familia das tetraciclinas (oxitetraciclina e clorotetraciclina), quando
comparado em relagédo ao NIP. Com base nos resultados obtidos no estudo de cinética



de adsorgdo, a porcentagem de remogdo aumentou com o tempo, atingindo o
equilibrio de religagdo em 15 min para ambos os polimeros. Além disso, isotermas de
adsorgdo mostraram capacidade de religagédo de TC de 76,74 mg g™ e 38,19 mg g’
para MIP e NIP, respectivamente. Apds a etapa de caracterizagdao, o polimero foi
empregado no método MISPE com posterior deteccdo amperométrica em sistema
BIA. O método apresentou faixa linear de 0,011 a 0,300 umol L™, limite de detecgéo e
quantificagéo de 0,003 e 0,011 umol L', respectivamente, e fator de pré-concentragao
de 214,8 vezes. A precisao intra-dia (n=6) e inter-dia (n=2) do método foi avaliada em
termos de repetibilidade para as concentragdes 0,03 e 0,10 umol L', obtendo-se
desvios padrdes relativos entre 1,71 e 3,78% para precisao intra-dia e, 2,81 a 4,38
para a inter-dia. A aplicabilidade do método foi demonstrada realizando analise de
tetraciclina, bem como de oxitetraciclina e clorotetraciclina, em diferentes amostra de
leite UHT e “in-natura”, com recuperagdes variando de 93 a 102%.

Palavras-chave: tetraciclina, extracdo em fase sélida, MISPE, BIA, sintese semi-
covalente, deteccdo amperométrica.



ROCHA, Luana Rianne. Synthesis of a molecularly imprinted polymer for
preconcentration and determination of tetracyclines in milk samples with
amperometric detection in a BIA system. 2023. 189 f. Tese de doutorado (Pés-
Graduagdo em Quimica). Doutorado em Quimica da Universidade Estadual de
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ABSTRACT

Tetracycline (TC), a broad-spectrum antibiotics used for the treatment of bacterial
infections in both humans and animals, as well as growth promotion agent in animals,
has been considered emerging pollutant due to the presence of its residues in foodstuff
and environment, whch may can cause endocrine, reproductive, and metabolic
dysfunction in addition to bacterial resistance in human beigns. Due to the low
concentration of antibiotic and the complexity of matrices, its mandatory to carry out a
sample preparation of sample. In this sence, the molecularly imprinted solid phase
extraction (MISPE) due to the selective adsorption of polymer for the target analyte,
which allows the preconcentration of the analyte and clean-up of sample matrix. Thus,
in the present work, an analytical method was developed based on the off-line
preconcentration of TC using a molecularly imprinted polymer and amperometric
determination in batch injection analysis system (BIA) using a modified screen-printed
carbon electrode (SPCE) with gold nanoparticles. The parameters associated to the
BIA system as well as those related to the modification of the screen-printed sensor
were optimized in order to obtain a higher analytical signal for TC. The variables of BIA
system, such as speed and injection volume were also optimized, obtaining the better
response with speed of 123.15 pL s™' and 200 uL injection volume, while the best sensor
performance was obtained by applying a potential of 1.2 V vs Ag/AgCI and using 4 mmol
L-* HAuCl4 on the electrode modification. Under optimized BIA and electrochemical
conditions, the determination of TC was performed yielding a detection limit of 3.53
umol L-'. Aiming to obtain lower detection limits, as well as improve the selectivity of
the developed method, a new tetracycline-imprinted polymer was synthesized using a
semicovalent method based on a specific thermally reversible bond. In this synthesis,
the template-monomer complex was synthesized by the reaction of 3-isopropenyl-a,a-
dimethylbenzyl isocyanate with TC, where the template was bonded to a polymerizable
vinyl group via a thermally reversible urethane bond. The removal of the template by a
simple thermal reaction produced specific tetracycline recognition sites on the polymer
surface. The non-imprinted polymer (NIP) was synthesized the same way, without the
presence of the template. The polymers were characterized by Fourier
transformilnfrared spectroscopy, nitrogen adsorption/desorption, scanning electron
microscopy, thermogravimetric analysis and determination of pointzero charge. Based
on the relative selectivity coefficients (k’), the MIP showed higher selectivity towards
TC and some structurally similar compounds belonging to the tetracyclines family
(oxytetracycline and chlorotetracycline) in relation to NIP, even having a smaller
specific area (183.21 m? g') than the NIP (206.12 m? g™, indicating that the greatest
adsorption capacity of TC by MIP is due to imprinted effect created during synthesis.
Selectivity studies showed that MIP has greater selectivity for TC and compounds of
the tetracycline’s family, when compared to NIP. Based on the obtained results in
adsorption kinetics study, the percent removal increased with time, reaching rebinding
equilibrium in 15 min for both polymers. Moreover, adsorption isotherms showed TC-
rebinding capacity of 76.74 mg g-' and 38.19 mg g -! for IPDMBI-MIP and IPDMBI-NIP,



respectively. Upon characterization step, the polymer was used in the MISPE method
wirh subsequent amperometric detection in BIA system. The method analytical
features provided an analytical curve ranging from 0.011 to 0.300 ymol L', limit of
detection and quantification of 0.003 and 0.011 pmol L', respectively, and
preconcentration factor of 214.8-fold. The intraday (n=6) and interday (n=2) precision
were evaluated in terms of repeataility for concentration of 0.03 and 0.1 umol L,
obtaining relative standard deviations between 1.71 to 3.78% for intraday precision
and 2.81 to 4.38% for interday precision. The applicability of the method was
demonstrated by performing analysis of tetracycline and other compounds of the
family, such as oxytetracycline and chlorotetracycline, in different milk samples, with
recoveries varying from 93 to 102%.

Key words: Tetracycline, solid-phase extraction, MISPE, BIA, semi covalent
approach, ameperometric detection.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos, devido as suas ag¢des antimicrobianas eficazes e poucos
efeitos colaterais adversos, sdo cada vez mais utilizados em medicamentos para
o tratamento de doengas infecciosas em humanos e animais, bem como
promotor de crescimento na pecuaria (CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO,
2012; GUO et al., 2019; MUNTEANU et al., 2018). Estima-se que o consumo de
antibidticos seja de 1 a 2225 toneladas por ano em todo o mundo. No Brasil, o
consumo de antibidticos € de aproximadamente 22,75 Doses Diarias Definidas
(DDD) por cada 1000 habitantes por ano (WHO, 2018). As tetraciclinas (TCs),
incluindo tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), clorotetraciclina (CTC) e
doxiciclina (DC), estdo entre os antibiéticos mais consumidos no mundo (EMA,
2019; FDA, 2019). Devido ao baixo custo e ampla atividade antimicrobiana
contra doengas agudas causadas por bactérias gram-positivas e gram-
negativas, as TCs sdo comumente empregadas na prevengao e tratamento de
varias doencas infecciosas na medicina humana e veterinaria, além de ser
bastante utilizada também na pecuaria como aditivo alimentar para a promog¢ao
do crescimento animal (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Devido a baixa absorcao pelo sistema digestivo por humanos e animais,
0 uso excessivo e irracional de TCs pode deixar seus residuos em alimentos de
origem animal e no meio ambiente por excregdo das substancias pela urina e
fezes, bem como pela descarga direta de produtos agricolas e farmacéuticos,
gerando riscos ao meio ambiente e a saude humana e animal, pois pode levar
ao desenvolvimento de bactérias resistentes a esses antibioticos, bem como a
toxicidade cronica e aguda (ANTON-HERRERO et al., 2018; PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2018; PRARAT; HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL, 2020;
PRIYA; RADHA, 2017). Para reduzir o risco do uso excessivo de TCs, 6rgaos de
fiscalizagdo mundiais como Unido Européia, Codex Alimentarius, Food and Drug
Administration e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
estabeleceram limites maximos de residuos (LMR) para quantidade unica ou
total de TCs em alimentos de origem animal, por exemplo 300-600 ug Kg™' para
figado de aves, bovinos e suinos; 200-400 ug Kg™' para ovos; 30-100 ug Kg™
para leite (ANVISA, 2009, 2012, 2018; COMMISSION, 2015; EU, 2010;
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MOREIRA et al., 2010). Portanto, é importante desenvolver métodos eficientes
para determinacao de residuos de TCs em produtos alimenticios e amostras
ambientais, dado que esses antibidéticos podem ser considerados poluentes
organicos emergentes altamente toxicos, podendo causar disfung¢des
enddcrinas, reprodutivas e metabdlicas, além da resisténcia bacteriana em
humanos e animais.

Varios métodos analiticos, baseados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (do inglés high performance liquid chromatography, HPLC) -
considerada a técnica oficial para analise de residuos de TCs em produtos
alimenticios pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC)- atualmente
estdo disponiveis para a determinacdo de TCs. Os métodos analiticos sao
geralmente associados as etapas de pré-tratamento da amostra antes da analise
instrumental devido a complexidade da matriz alimentar e ambiental, e a
concentragdo relativamente baixa de TCs nessas amostras (ng L' — ug L™).
Dentre os métodos de preparo de amostras, a extracdo em fase sélida (do inglés
solid-phase extraction, SPE) é um dos mais utilizados devido a sua simplicidade,
por possibilitar o uso de baixos volumes de solventes organicos, alta eficiéncia,
alto fator de enriquecimento e facil mecanizagcdo (ANDRADE-EIROA et al.,
2016a; JARDIM, 2010).

Dentre os diversos materiais utilizados como adsorvente em SPE, os
polimeros molecularmente impressos (do inglés molecularly imprinted polymer,
MIP) tém sido amplamente empregados como adsorventes seletivos para a pré-
concentracado, deteccdo e separagcao de TCs, especialmente em matrizes
complexas, devido a sua alta seletividade, baixo custo, facil preparagao e
reutilizacao (FENG et al., 2016; MARANATA; SURYA; HASANAH, 2021; NIU et
al., 2016; WANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020). A sintese dos MIPs ocorre a
partir da interagdo da molécula molde (MM) (template) com um mondémero
funcional (MF) via interacbes covalentes ou n&o covalentes, formando um
complexo MM-MF. Posteriormente esse complexo € copolimerizado na presenca
de um agente de ligagdo cruzada no solvente porogénico, resultando em uma
matriz polimérica altamente reticulada. A remog¢ao da MM da matriz polimérica
cria sitios de ligagao especificos complementares a MM em tamanho, geometria
e funcionalidades quimicas (CHEN et al.,, 2016; TARLEY, C. R. T;
SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019).
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Nos ultimos anos, varios MIPs tém sido empregados para a extragéo e
pré-concentracdo de TCs de amostras alimenticias e ambientais. Cai e Gupta
sintetizaram o primeiro MIP para TC reportado na literatura, utilizando acido
metacrilico como monémero funcional (CAl; GUPTA, 2004). Apos este trabalho,
muitos outros MIPs foram sintetizados por interacdo ndo covalente entre a
molécula molde e o monémero funcional, usando preferencialmente o acido
metacrilico (MAA) (ABRAO; MAIA; FIGUEIREDO, 2014; AGUILAR et al., 2020;
FENG et al., 2016; PIZAN-AQUINO et al., 2020). Além disso, a sintese de MIPs
para TC usando preferencialmente MAA, tem sido reportado na literatura em
combinagdo com outros materiais para a impressdao em superficies suportes,
como por exemplo as nanoparticulas magnéticas (DAl et al., 2014a; GAO et al.,
2020; LIAN et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2010), os quantum dots (KE; CHEN,
2020; YANG et al., 2018), ZnO (DU et al., 2020; ZHOU et al., 2016) e metal-
organic framework (MOF) (MA et al., 2020; WANG et al., 2018).

Os MIPs também tém sido usados como modificadores de sensores
eletroquimicos para a determinagao voltamétrica de TC, a fim de conferir maior
seletividade a esses sensores. Por possuirem propriedades nao condutoras, os
sensores eletroquimicos modificados com MIPs sdo associados com materiais
que facilitem a transferéncia eletrbnica como nanoparticulas de platina
suportadas em carbono para modificagdo de eletrodo de carbono vitreo (GCE,
do inglés, glassy carbon electrode) (KUSHIKAWA et al., 2016), nanoparticulas
de ouro (AuNPs) para modificacdo de eletrodo impresso de carbono (SPCE, do
inglés screen-printed carbon electrode) (DEVKOTA et al., 2018), nanotubos de
carbono de paredes multiplas modificados com AuNPs para modificar um GCE
(MWCNTs-AuNPs) (WANG et al., 2011), grafeno para modificagdo de SPCE
(FILIK et al., 2016) ou nanoparticulas magnéticas para serem associadas com
grafite em um eletrodo de pasta (ZEB et al., 2021). No entanto, embora esses
sensores apresentem a cavidade impressa quimicamente e terem baixos limites
de quantificagdo (na faixa de umol L), eles ndo tém alto poder de detecgéo para
niveis de tragos de TC em amostras de alimentos, como por exemplo para o leite
cujo LMR permitido esta na faixa de nmol L.

Como citado anteriormente, até o presente momento, todos MIPs para
TCs relatados na literatura foram sintetizados via interagdo nao covalente entre

a molécula molde e o mondmero funcional. No entanto, sinteses via estratégia
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semi-covalente ndo foram investigadas para polimeros impressos para TCs, o
que poderia gerar vantagens ao polimero, especialmente no seu desempenho
seletivo. Nesta estratégia de sintese, também conhecida como impressao semi-
covalente com espacgador sacrificial, a molécula molde ¢é ligado covalentemente
ao mondmero funcional. Apds a clivagem térmica para remogao da molécula
molde, sera formado grupos funcionais residuais possibilitando a molécula molde
a se religar ao polimero por meio de interagbes nao-covalentes. Assim, a
impressao semi-covalente € uma abordagem hibrida das estratégias de sintese
para impressao molecular, no qual a impressao € covalente, enquanto a
religacdo € de natureza ndo covalente (GRAHAM; CARLSON; EDMISTON,
2002; PRETE et al., 2019; WANG et al., 2009; ZHAN et al., 2013).

A impressado semi-covalente tem sido empregada para a sintese de
materiais impressos para moléculas relativamente grandes e com um numero
limitado de grupos funcionais como por exemplo compostos aromaticos
policlorados (LUBKE; WHITCOMBE; VULFSON, 1998), colesterol (EFFTING et
al., 2022; WHITCOMBE et al., 1995a), propazina (CACHO et al., 2006), estrona
(Kl et al., 2002; KI; CHANG, 2006; WANG et al., 2009), bisfenol A (GUNEY;
GUNEY, 2017), fenois (Ql et al., 2010) e Orange Il (ZHAN et al., 2013).
Entretanto, o emprego desse tipo de sintese para moléculas polifuncionalizadas,
como as TCs ainda ndo foram explorados. Uma vantagem no uso dessa
estratégia de sintese para esse tipo de molécula esta na formagao do complexo
entre a molécula molde e o mondémero funcional, que mantém a estrutura da
molécula fixa durante toda a polimerizacdo e, assim, apds sua remocgao por
clivagem térmica, forma sitios de ligagdo mais uniformes.

Com base no exposto, a sintese de MIP via impressao semi-covalente
ainda é incipiente e nao foram encontrados estudos que descrevam esse tipo de
sintese tendo como molécula alvo a tetraciclina. Assim, um novo MIP para TC
foi sintetizado por meio da abordagem semi-covalente através da ligagao
termicamente reversivel entre TC (molécula molde) e isocianato de 3-
isopropenil-a,a-dimetilbenzil (IPDMBI) (mondémero funcional). O polimero
sintetizado foi usado como adsorvente em extracdo em fase soélida
molecularmente impressa (MISPE) para determinagado de TC. A determinagéo
eletroquimica de TC neste estudo foi realizada utilizando AuNPs

eletrodepositadas sobre eletrodos impresso de carbono (SPCE). A associagao
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de SPE a base de coluna com deteccéao eletroquimica torna-se interessante para
obter um método com maior sensibilidade e seletividade devido a etapa de pé-
concentracao e clean up. Ainda, outro aspecto importante a ser considerado da
associacdo do SPE com a deteccgao eletroquimica, € o baixo volume de eluente
utilizado.

Em face da identificagao e caracterizagao do problema, foi desenvolvido
nessa tese uma nova abordagem analitica para determinar TC usando um
método MISPE off-ine com [|IPDMBA-MIP acoplado a determinacao
amperométrica em um sistema de analise por injecdo em batelada (BIA),
denominado MISPE-BIA-AD, usando eletrodo impresso de carbono modificado
com AuNPs, denominado AuNPs/SPCE. O método desenvolvido foi aplicado

para determinacao de TC e compostos da familia das TCS em amostras de leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTIBIOTICOS COMO MICROCONTAMINANTES NO MEIO AMBIENTE

Entre os diversos grupos de farmacos existente, o grupo dos antibiéticos
sdo um dos mais importantes e mais utilizados, podendo ser origem de natural
ou sintético, sendo estes compostos capazes de inibir o crescimento ou causar
a morte de microorganismos, especialmente as bactérias (GUIMARAES; DA
SILVA MOMESSO; PUPO, 2010; KUMMERER, 2009).

Os primeiros antibioticos eram de origem natural. Em 1928, Alexander
Fleming descobriu a atividade antimicrobiana da penicilina, sendo introduzida
como agente terapéutico em meados dos anos 1940 (NICOLAOU;
MONTAGNON, 2008; PROJAN; SHLAES, 2004). Ap6s o processo de
industrializagdo e em decorréncia da Segunda Guerra Mundial, houve um rapido
avancgo nos estudos, descobertas e desenvolvimentos de novos antibiéticos.
Entre as décadas de 1940-1960, os antibidticos naturais descobertos eram
eficazes para o tratamento de bactérias gram-positivas e, neste periodo, entre
os antibidticos que circulavam no mercado, apenas isoniazida, trimetropima e
metronidazol eram de origem sintética (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO;
PUPO, 2010).

Nas décadas seguintes, com os avangos da ciéncia e tecnologia, foram
inseridos no mercado mais antibidticos de origem sintética, eficazes para o
tratamento de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Nos ultimos anos,
devido ao aumento da incidéncia de resisténcia bacteriana, poucos antibiéticos
tém sido introduzidos no mercado terapéutico (GUIMARAES; DA SILVA
MOMESSO; PUPO, 2010).

Os antibidticos sdo comumente usados na medicina humana e veterinaria
e como promotores de crescimento animal (CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO,
2012; GUO et al., 2019). Isso ocorre devido a toxicidade seletiva, caracteristica
comum de todos os antibiéticos, sendo capazes de inibir o metabolismo de
organismos patdégenos sem causar danos significativos no organismo do
hospedeiro ou em microorganismos distintos do patégeno (MADIGAN et al.,
2016).

Os antibidticos sdo muito utilizados também como promotores de

crescimento na pecuaria, fazendo com que ocorra um aumento da producéo de
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leite em vacas leiteiras, bem como o aumento no numero de filhotes em suinos,
por exemplo. Isso ocorre, pois, os antibiéticos provocam uma modificacdo da
flora intestinal do animal, fazendo com que ocorra uma diminui¢gao das bactérias
sensiveis ao antibiotico administrado, causando assim, uma diminui¢do do gasto
energético com a fermentagcdo microbiana e direcionando essa energia para o
crescimento. Desse modo, a produgdo de toxinas pelas bactérias a partir de
aminoacidos € atenuada, e estes ficam disponiveis para o desenvolvimento do
animal, acarretando numa diminuigdo da parede intestinal que garante uma
maior absorgéo de nutrientes (GONZALES; CARVALHO MELLO; CAFE, 2012:
TORRES; DREHER; SIMIONI, 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem avaliado o consumo de
antibidticos ao redor do mundo, levando em conta o numero de DDD por dia a
cada 1000 habitantes. Em 2018, o 6rgdo publicou seu estudo, onde foram
avaliados 65 paises, incluindo o Brasil, e foi estimado que o consumo de
antibidticos variou de 4,4 a 64,4 DDD por dia a cada 1000 habitantes. Ou seja,
um consumo de 1 a 2225 toneladas por ano (WHO, 2018). Segundo esse mesmo
estudo, em 2016 a populacao brasileira consumiu 22,75 DDD de antibiéticos por
dia a cada mil habitantes, colocando o Brasil na 19° posicdo do ranking de
consumo de antibioticos, além de ser o que mais consome entre os paises das
Américas (WHO, 2018).

Os antibidticos, seus metabdlitos e produtos de degradagédo chegam ao
meio ambiente através de varias vias, sendo o seu destino e comportamento no
meio ambiente ainda pouco claro. Ao longo dos ultimos anos, varios estudos tém
relatado a presengca de antibiéticos em ecossistemas aquaticos, aguas
superficiais, aguas subterraneas, aguas maritimas, agua potavel, efluentes, bem
como em matrizes terrestres como solos, biossolos, alimentos de origem animal,
entre outros (DANNER et al., 2019; GOTHWAL; SHASHIDHAR, 2015; GRENNI;
ANCONA; BARRA CARACCIOLO, 2018). A Figura 1 mostra um esquema
representativo das possiveis rotas de descarte de antibiéticos no ambiente.

O uso indiscriminado de antibiéticos tanto na medicina humana quanto na
veterinaria e pecuaria levou ao um aumento da resisténcia bacteriana,
promovendo a selegao de variantes genéticas que aumentam a ocorréncia de
agentes patogénicos resistentes aos antibidticos, o que consequentemente

causa sérios danos de saude publica, mesmo sendo encontrados em baixos
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niveis de concentragdo (ng L' a yg L") (DANNER et al., 2019; HOMEM;
SANTOS, 2011; SAHOO et al., 2010).

Figura 1. Representacdo esquematica para as vias de entrada e saida dos
residuos de farmacos no ambiente.
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Fonte: Adaptado de Quadra et al., 2018 (QUADRA et al., 2018).

2.2 TETRACICLINAS

Os antibidticos tetraciclinicos compdem um grupo de antibidticos de
origem natural, obtidos por fermentagdo de determinados fungos, ou de origem
de semissintético, com uma ampla atividade bacteriostatica, que exibem
atividades contra infeccbes causadas por bactérias gram positivas e gram
negativas (DAGHRIR; DROGUI, 2013). As primeiras tetraciclinas (TCs)
descobertas foram a clorotetraciclina e a oxitetraciclina. Em 1948, a partir de
culturas do Streptomyces aureofaciens deu origem a aureomicina
(clorotetraciclina, CTC); em 1950, a terramicina (oxitetraciclina, OTC) foi
descoberta a partir de culturas do Streptomyces rimosus; em 1953 a partir da

desalogenacgao catalitica da clorotetraciclina foi obtida a estrutura basica da
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tetraciclina (TC) (NELSON; HILLEN; GREENWALD, 2001). As TCs sintéticas,
como a doxiciclina (DC), minociclina (MiC) e metaciclina (MC) sédo produzidas a
partir da modificagcdo dos radicais das moléculas de ocorréncia natural
(NELSON, 1998).

Estruturalmente, todas as TCs sao caracterizadas por apresentarem uma
estrutura quimica derivada de um hidronaftaceno, formando um nucleo
tetraciclico linear com 4 anéis condensados denominados A, B, C, D, sendo que
nestes anéis estdo presentes grupos funcionais como grupo carboxilamida e
varios outros grupos funcionais ionizaveis, um sistema tricarbonil, dicetona
fendlico e dimetil aménio, sendo estes grupos funcionais responsaveis pelo seus
pKas e pela carga anidnica, catiénica ou zeuteriénica (LORENZETT]I et al., 2020;
SANCHEZ-POLO et al., 2015), conforme mostra a Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica geral para os antibidticos tetraciclinicos e seus pKas.
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____________________
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Fonte: Adaptado de (SANCHEZ-POLO et al., 2015; SANLI; SANLI; ALSANCAK, 2009).

A estrutura quimica e a presencga de grupos funcionais estao diretamente
relacionados com a acao bioldgicas das TCs, uma vez que a presenca destes
grupo funcionais podem influenciar a permeabilidade da molécula pela
membrana bioldgica, o que pode levar a absor¢cdo desses antibidticos pelas
células bacterianas (ONAL, 2011). Em sua forma natural, a configuragéo do
carbono C4 (Figura 2) é fundamental para a atividade antimicrobiana, bem como
a presencga do grupo amida no carbono Cz, do sistema ceto-endlico nos carbonos
C10, C11e Ci2(Figura 2), além claro, do préprio nucleo tetraciclinico (CHOPRA;
ROBERTS, 2001; PEREIRA-MAIA et al., 2010). A 6-dioxi-6-dimetiltetraciclina é
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considerada como o farmacdéforo minimo por ser a tetraciclina com estrutura
mais simples que exibe atividade antimicrobiana detectavel, e sua estrutura é
apresentada na Figura 3 (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Figura 3. Estrutura quimica da 6-dioxi-6-dimetiltetraciclina.
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Fonte: Adaptado de (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

As TCs sao substancias anféteras cristalinas de baixa solubilidade,
geralmente disponiveis na forma de cloridratos que apresentam maior
solubilidade, sendo estas solugdes mais estaveis em solugdes mais acidas
(NELSON; HILLEN; GREENWALD, 2001). Estes antibiticos penetram na célula
bacteriana por meio do transporte ativo ou passivo, impedindo que o RNA
transportador se fixe ao ribossomo aceptor e assim impeca a sintese proteica e
evite a proliferagdo das bactérias no organismo vivo (CHOPRA; ROBERTS,
2001). Além das propriedades antibidticas, este grupo apresenta outras
propriedades como iondéforos, acdo apoptose e angiogénese, anti-inflamatoria,
entre outras propriedades (D’EL REY DANTAS et al., 2019; NELSON; HILLEN;
GREENWALD, 2001; PEREIRA-MAIA et al., 2010). Atualmente, 8 TCs séao
comercializadas para o tratamento de infec¢des bacterianas em humanos e na
medicina veterinaria, sendo que a mais comuns € a tetraciclina (TC), 2-(amino-
hidroxi-metilideno)-4-dimetilamino-6,10,11,12a-tetrahidroxi-6-metil-4,4a,5,5a-
tetrahidrotetraceno-1,3,12-triona, além da oxitetraciclina (OTC), clorotetraciclina
(CTC) e doxiciclina (DC) (PEREIRA-MAIA et al., 2010), e suas estruturas estao

apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1. Estrutura e propriedades quimicas para os principais antimicrobianos da classe das Tetraciclinas.

Valor de Féormula Massa
Antimicrobiano Nome Sistematico Estrutura Quimica molar
pKa Molecular (g mol)
(4S,4aS,5aS,6S,12aR)- v
4-(dimetilamino)- z
Tetraciclina 1,6,10,11,12a- Sﬁgl 33
(TC) pentahidréxi-6-metil- Ka 9’7 C22H23N20s 444 4
3,12-didxi-4,4a,5,5a- pras =,
tetrahidrotetraceno-2-
carboxamida*
pKa1 4,5
Clorotetraciclina . pKaz 7,8
(CTC) 7-cloro-tetraciclina oKas 9.8 C22H23CIN20s 478,8
pKa1 3,0
Doxicilina (DC) ~ ©-deoxi-5-hidroxi- PRaz27.9 o HauN:Os 444,

tetraciclina

pKas 9,2
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Oxitetraciclina

(OTC) 5-hidroxi-tetraciclina

OH o) OH o

pKa1 3,0
pKaz 7,9
pKas 9,2

C22H24N209¢

460,4

*Nome segundo a IUPAC
Fonte: Adaptado de (PEREIRA-MAIA et al., 2010; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).
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Uma das principais caracteristicas estruturais das TCs esta no seu forte
poder de quelagdo, uma vez que a formagdo de um quelato com um ions
metalicos afeta diretamente o perfil farmacoldgico dos antibioticos tetraciclinicos
(ONAL, 2011; PULICHARLA et al., 2017). A formacg&o dos quelatos pelas TCs
podem ocorrer em varias posi¢gdes da molécula, devido a presenca de grupos
doadores como N e O e do sistema dicetona fendlico (Figura 2) que atua como
um local primario de quelagcao (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

A acédo antibacteriana das TCs ocorre devido a formacao de um complexo
dos atomos de O dos carbonos C11 e C12 (Figura 2) com ions Mg?* que prejudica
a sintese proteica por meio da ligagao a subunidade 30S do ribossomo que é
responsavel por decodificar a informacdo genética (GUERRA et al., 2016).
Curiosamente, um dos mecanismos mais comumente encontrados para a
resisténcia bacteriana a TCs também ocorre por meio da quelagao de metais, e
esse mecanismo ocorre pela formagcao de complexos metalicos com ions
metalicos divalentes, como por exemplo, a Pt?* (GUERRA et al., 2016; LV et al.,
2019; PEREIRA-MAIA et al., 2010). Devido a essa formagéo de compostos de
coordenacao, as TCs podem vir a ser empregadas no futuro da medicina clinica,
para o tratamento de doencgas infecciosas, como a COVID-19 que gerou uma
pandemia e tem causado graves consequéncias pelo mundo todo (MOSTAFA,
2020; SODHI; ETMINAN, 2020). Estudos publicados recentemente por Sodhi e
Etminan (SODHI; ETMINAN, 2020) e Mostafa (MOSTAFA, 2020) apontam que
as propriedades quelantes das TCs com zinco pode causar uma limitagao na
capacidade de replicacdo do novo coronavirus dentro das células hospedeiras,
0 que ajuda a inibir a infecgado por COVID-19 em humanos.

Desde sua descoberta na década de 1940 e sua utilizagcdo na terapia
humana na década de 1950, estima-se que a produg¢ao mundial dos antibiéticos
tetraciclinicos seja em torno de milhares de toneladas anuais (DAGHRIR;
DROGUI, 2013). Devido ao seu baixo custo e ampla atividade antimicrobiana,
esses sao amplamente utilizados na terapia humana para tratamentos de
pneumonia, infecgdes clamidial, febre agudas ou acnes, por exemplo
(BAHRAMI; L. MORRIS; H. POURGHOLAMI, 2011).

Na medicina veterinaria, as TCs sdo os antibidticos veterinarios mais
consumidos no mundo (CHARUAUD et al., 2019), pois tem sido amplamente

utilizadas para prevencdo e tratamento de infeccbes respiratorias,



42

gastrointestinais, bacterianas e outras, bem como infecgdes sistémicas
(DAGHRIR; DROGUI, 2013). No ultimo estudo publicado em Outubro de 2019
pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, do inglés European Medicines
Agency) em que avaliam 31 paises europeus, em 2017 as TCs representaram
30,4% dos antimicrobianos vendidos nesses paises, cerca de 2019 toneladas,
sendo a classe de antibiéticos mais vendida nesses paises (EMA, 2019). Ja nos
Estados Unidos da América (EUA), segundo ultimos estudos divulgados pela
Administracdo de Alimentos e Drogas (FDA, do inglés U.S. Food & Drug
Administration), as TCs foram os antimicrobianos mais vendidos para o uso em
producéo de alimentos de origem animal, representando cerca de 66% das
vendas no pais com mais de 3974 toneladas de TCs (FDA, 2019).

Os antibidticos tetraciclinicos sdo também muito empregados no setor
agropecuario como promotores de crescimento de bovinos, suinos, ovinos, aves,
entre outros, devido a sua incorporagdo na ragao animal em doses
subterapéuticas, visando promover um rapido ganho de peso e crescimento do
animal (DANNER et al., 2019). Apesar de haver dados que apoiem o fato de que
o uso das TCs como promotores de crescimento causem resisténcia bacteriana,
reacoes alérgicas em humanos e animais, bem como mudangas na microflora
ambiental e nas populagdes bacterianas, esta aplicagao para as TCs tem seus
aspectos positivos como a eficiéncia de absor¢cao de nutrientes, uma maior
receita comercial para os agricultores, entre outras (CHATTOPADHYAY, 2014;
HAO et al., 2014).

Nos ultimos anos, devido ao crescente uso abusivo de antibidticos
tetraciclinicos, a possibilidade de contaminagdao do meio ambiente com tais
compostos aumentou devido as diversas aplicacdes e descartes que esse tipo
de substancia tem. A ocorréncia destes antibidticos no meio aquatico e em
alimentos de origem animal como mel, carnes, peixes, leites e ovos, tem
recebido atencdo especial, devido a sua contribuicdo para o aumento de
infecgdes causadas por cepas resistentes. Apds o consumo destas substancias,
cerca de 70 a 90% é excretada e langado na forma ativa para o meio ambiente
através de fezes e urina, contaminando assim solos, aguas residuais, aguas
superficiais e por conta da lixiviagao, aguas subterraneas, o que acarreta em um
grande problema de saude publica (CHEN et al., 2017b; DAGHRIR; DROGUI,
2013; DANNER et al., 2019; GAUDIN, 2017). A contaminagdo de aguas de
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consumo e alimentos de origem animal, podem causar ao consumidor problemas
de saude que variam desde a possiveis reacdes alérgicas, lesbes hepaticas,
dentes amarelados, disturbios gastrointestinais, entre outros, além de poder
provocar um aumento na resisténcia bacteriana (RODRIGUEZ et al., 2010;
RODRIGUEZ; PEZZA; PEZZA, 2016).

A presenca de residuos de TCs em amostras de origem animal como o
leite, por exemplo, tem sido reportada na literatura. Kumar e colaboradores
(KUMAR; PANDA; SHARMA, 2022) analisaram amostras de leite in-natura e
pasteurizado (UHT). Segundo os autores, foi detectado a presenga de OTC em
12 das 128 amostras de leite in-natura, enquanto para amostras de leite UHT, 2
das 45 amostras analisadas apresentaram resultado positivo. As concentragdes
de OTC encontrada nas amostras de ambos os tipos de leite variaram de 31,5 a
150,6 ug L', sendo que trés amostras de leite in-natura continham residuos de
OTC acima do limite de tolerancia do pais (100 ug L-'). Mohebi e colaboradores
(MOHEBI et al., 2020) analisaram 14 amostras de leite UHT e a OTC foi
encontrada em 3 delas, nas concentragdes de 15, 30 e 43 ug L™'. Navratilova e
colaboradores  (NAVRATILOVA; BORKOVCOVA; DRACKOVA, 2009)
encontraram residuos de OTC em 50% das amostras de leite analisada.

Moudgil e colaboradores (MOUDGIL et al.,, 2019)analisaram 492
amostras de leite de fazendas leiteiras e, dividiram o estudo dessas amostras
com base no tamanho da fazenda. Assim, das 164 amostras de leite analisadas
de grandes fazendas, 8 (4,9%) foram positivas para residuos de OTC, com
concentragdes variando entre 62,7 e 177,0 ug L', sendo que 3 amostras (1,8%)
excederam o limite de tolerancia estabelecido (100 ug L") e 2 (1,2%) para TC
com concentragdes entre 72,6 — 85,1 ug L. Por outro lado, das 164 amostras
de médias fazendas, 7 (4,3%) foram positivas para OTC, quantificadas na faixa
62,7 — 148,4 ug L, sendo que 2 excederam o limite de tolerancia e 6 (3,7%)
para TC, variando as concentragdes entre 72,6—122,6 ug L', com 1 amostra com
residuo acima do tolerado. Da mesma forma, de pequenas propriedades
leiteiras, 6 (3,7%) foram positivas para OTC, com concentra¢des determinadas
entre 55,5-170,0 ug L', com 3 dessas amostras acima do tolerado, enquanto

TC foi encontrada em 5 (3,0%) amostras, com uma acima do tolerado. Os
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autores também encontraram residuos de OTC, com concentragéo de 77 ug L™,
em uma amostra de leite comercial.

A presenca de residuos de TCs em amostras de leite, por exemplo,
decorrem principalmente do uso inadequado desses antibidticos, nao
respeitando as indicagdes do receituario e o periodo de caréncia para com os
animais tratados (ESTEVAO NETO et al., 2015) . Desse modo, a relacdo entre
0 uso de antibidticos na criacdo de animais de corte e a produgao de leite, e a
resisténcia antimicrobiana em humanos levou a um sério problema de saude
publica, visto que o tratamento de animais com esse tipo de medicamento pode
causar a contaminacgao dos produtos alimentares derivados destes animais, bem
como a uma contaminagdo do meio ambiente, que também pode ocorrer por
outras fontes.

E importante ressaltar que o periodo de caréncia é o periodo necessario
apo6s a administracdo de TCs a uma vaca antes que o leite produzido por ela
seja considerado seguro para consumo humano. Isso é fundamental para
garantir que ndo haja residuos detectaveis desses antibidticos no leite destinado
ao mercado. A determinagdao do periodo de caréncia envolve uma avaliagao
cuidadosa da dose administrada, da via de administracdo e da taxa de
metabolismo da vaca, levando em consideragao a legislagédo e as diretrizes
estabelecidas pelas agéncias reguladoras de alimentos. Para as TCs, esse
periodo pode variar entre 96 e 120 horas, a depender das caracteristicas do
medicamento usado (ESTEVAO NETO et al., 2015) .

Assim, devido relevancia do monitoramento dos antibiéticos, em especial
as TCs, orgaos reguladores e do governo de diversos paises estabeleceram
niveis de tolerancia ou limites maximos de residuos (LMR) para presenca destes
compostos em diversos tipos de matrizes. Em outras palavras, os LMR séao
niveis de residuos de TCs em alimentos e/ou aguas que podem ser ingeridos
diariamente, sem que causem algum dano toxicoldgico para a saude humana
(CHATTOPADHYAY, 2014)(MOTA et al., 2005).

O Codex Alimentarius, um programa conjunto da Organizagdo das
Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), é considerado uma referéncia mundial para
produtores, processadores de alimentos e consumidores, estabelece que os

LMR para as TCs em alimentos de origem animal sdo: 600 ug Kg' para figado
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de aves, gados e suinos; 400 ug Kg-! para ovos; 200 ug Kg-! para musculo de
aves, gados, suinos e peixes; e 100 yg L' para leite de vaca (COMMISSION,
2015).

Em paises europeus, como a Russia, por exemplo, a delimitagdo do teor
de TC em mel ndo deve exceder 0,01 mg Kg', conforme preconizado pela
Regulamentagao Técnico da Unido Aduaneira, TR CU 021/2011(TR CU, 2011).
A Unido Europeia (EU) preconiza que os limites seguros de residuos de
medicamentos veterinarios em tecidos de animais que entram na cadeia
alimentar sejam 100 ug Kg™' para musculo, 300 ug Kg' para figado, 600 ug Kg-
" para rim, 100 ug Kg™' para leite e 200 ug Kg-! para ovos (EU, 2010).

A OMS estabelece que o limite maximo residual de TCs no leite é de 100
mg L' (MOREIRA et al.,, 2010). Nos EUA, a FDA determina que os limites
maximos TC, OTC e CTC no leite é de 80, 30 e 30 mg L™, respectivamente,
enquanto que o governo Chinés (GB 18406.3-2001) determina que em carnes é
permitido 100 mg Kg'de TCs (MOREIRA et al., 2010).

No Brasil, os LMRs para TCs s&o regulados de acordo com o Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC). Segundo eles, sdo
estabelecidos 1200 ug Kg™' para carnes de bovinos, equinos, suinos e aves; 200
ug Kg' para peixes; 100 ug L' para leite bovino e 20 ug L' para mel. Estes LMRs
sdo adotados para TC, CTC e OTC de maneira individual ou para a combinacao
delas. Além disso, para o leite bovino 0 PNCRC inclui a DTC na combinagao destes
residuos (MAPA, MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2019). Ainda, o Programa
Nacional de Analise de Residuo de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
Expostos ao Consumo (PAMVet), determina que o limite maximo residual aceitavel
para TCs no leite é de 100 pug L' (ANVISA, 2009, 2012, 2018, 2022). Cabe
salientar que no Brasil, conforme descrito no Art. 18 da Instru¢ao Normativa n°
26 de 2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), as
TCs “sao de uso exclusivo em produtos antimicrobianos de uso veterinario,
sendo proibida a sua utilizagdo como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho animal ou como conservantes de alimentos para animais”, sendo
entdo proibido o uso desses antibioticos como aditivo alimentar (MAPA, 2009).

Com base nas diretrizes e regulamentacées imposta pelos paises, a
avaliacéo e monitoramento dos antibioticos tetraciclinicos, ajudam a garantir um

uso e um descarte mais prudente desses medicamentos, 0 que por sua vez,
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ajuda a reduzir os residuos e a resisténcia bacteriana. Assim, o desenvolvimento
de novos métodos analiticos com maior seletividade e sensibilidade par a
deteccdo e quantificacdo de TCs em diferentes tipos de matrizes se faz
necessario.

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) recomenda o uso de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com deteccgao ultravioleta (UV)
como o método oficial para a analise de residuos de tetraciclina em alimentos de
origem animal (AOAC, 2012a, 2012b). Devido as suas caracteristicas
estruturais, as TCs apresentam varios grupos croméforos, exibindo uma intensa
absorgao na regiao UV entre 270 e 360 nm, tanto em meio acido quanto neutro.
Logo, o emprego de detectores de UV e de arranjo de diodo (DAD) sao bastante
comuns para a determinacéo dos antibidticos tetraciclinicos (CHERKASHINA et
al., 2018; PEREIRA-MAIA et al., 2010; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; YU;
MU; HU, 2012). Além disso, a presenca de diferentes grupos funcionais nas
estruturas das TCs permite que elas sejam retidas em sistemas cromatograficos
com colunas de fase reversa (C8 e C18) através de mecanismos como formagao
de pares de ions, efeitos de competigao, interacdo com grupos silandis, entre
outros (DENOBILE; DE SOUZA NASCIMENTO, 2004; ESTEBAN;
RODRIGUES; NASCIMENTO, 2007).

Apesar dos avancgos na sensibilidade para a instrumentacéo analitica para
a determinacdo de TCs em matrizes complexas, como as alimenticias, e os
métodos desenvolvidos apresentarem baixos limites de deteccao (LD) (na faixa
de ng L"a ug L"), esses resultados dependem, em sua grande maioria, & uma
extracdo e preparacao adequada da amostra antes das analises instrumentais.
Ainda assim, muitos métodos nao apresentam sensibilidade suficiente para
detectar residuos dos analitos de interesse visto que, em amostras ambientais e
alimenticias, encontram-se em baixas concentragbes. Assim, torna-se
necessario o envolvimento de etapas de isolamento e pré-concentracdo do
analito de interesse, pois a ndo remocao de compostos interferentes pode
prejudicar sua determinagao e quantificagao.

Quando se trata de amostras alimenticias como o leite, a precipitacao de
proteinas € uma etapa importantissima do preparo de amostra para TCs pois
elas possuem uma caracteristica de se ligarem facilmente com proteinas. A

precipitacdo de proteinas ocorre facilmente com a adicdo de agentes
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precipitantes ou acidos fortes, podendo ser feita usando solvente organicos
como acetona (FILIK et al., 2016), acetonitrila (ACN) (AGUILERA-LUIZ et al.,
2008; GARRIDO FRENICH et al., 2010) ou metanol (MeOH) (DASENAKI;
THOMAIDIS, 2015; LIU et al., 2013) ou com a mistura de solventes organicos
com compostos acidos, como acido trifluoroacético (FENG et al., 2016;
NIKOLAIDOU; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2008), acido ftricloroacético
(WANG et al., 2016), acido formico (PIATKOWSKA; JEDZINIAK; ZMUDZKI,
2016), acido acético (GAO et al., 2017; XUE et al., 2016), como também com o
uso de tampdes como EDTA-Mcllvaine (CHEN et al., 2009; GAO et al., 2020;
JING et al., 2009; LU et al., 2020; LV et al., 2014a, 2012, 2014b), tampao citrato
(HU et al., 2008) e tampéao succinato de sédio (HELLER et al., 2006). Entretanto,
a precipitacdo de proteinas acaba retirando apenas as proteinas da matriz,
deixando para traz outros compostos que também pode interferir na analise,
sendo necessario métodos de preparo de amostras mais eficientes e seletivos.

Na literatura ha uma vasta variedade de meétodos de extragao, clean-up
e pré-concentracdo para analise de residuos de TCs aplicados em diferentes
tipos de amostras, sendo as mais empregadas: extracdo em fase solida (SPE,
do inglés Solid Phase Extraction), extragao com solvente (SE do inglés Solvent
Extraction), extracdo com liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid
Extraction), extragéo assistida por ultrassom (UAE, do inglés Ulfrasonic-Assisted
Extraction), extragdo em fase solida magnética (MSPE, do inglés Magnetic Solid-
Phase Extraction), micro-extragao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction), extragao em fase sélida com polimero
molecularmente impresso (MISPE, do inglés Molecularly Imprinted Polymer
Solid-Phase Extraction), micro extracdo em fase sdélida dispersiva (DSPME, do
inglés Dispersive Solid-Phase Microextraction), QUEChERS, entre outros
(PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

A SPE é o mais popular e um dos mais importantes para a extracéo e/ou
pré-concentracdo de TCs em diferentes tipos de amostras, especialmente as
mais complexas. Isso porque a SPE permite a limpeza da amostra, pré-
concentrar elevados volumes de amostra, reduzir o volume de solvente utilizado,
além de possibilitar uma extragao seletiva do analito, uma regeneracao da fase
sélida e ser facilmente combinada com diferentes técnicas de detecgédo (WEN,
2019).
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A SPE envolve o equilibrio de particdo solido-liquido, sendo baseada nos

mecanismos de separag¢ao da cromatografia liquida de baixa pressao (JARDIM,

2010). O procedimento tipico da SPE, ilustrado na Figura 4, envolve 4 etapas:

1.

Condicionamento ou ativacdo do material adsorvente com solvente
adequado, visando um melhor empacotamento deste material e deixa-lo
em condicdes fisico-quimicas adequadas para promover as interacdes
responsaveis pela retengcdo do analito (JARDIM, 2010; POOLE, 2002;
WAN IBRAHIM et al., 2014);

Percolagado da amostra sob gravidade, vacuo, bombeamento ou sistemas
automatizados. Nesta etapa ocorre a retencéo do analito e as vezes de
outros componentes da matriz no material adsorvente, por meio de
mecanismos que incluem interagdes de Van Der Walls, ligacbes de
Hidrogénio, dipolo-dipolo, troca catibnica ou anidnica e até mesmo pela
exclusao por tamanho. Durante esta etapa o analito é pré-concentrado no
adsorvente, e dependendo do tipo de amostra, diferentes volumes podem
ser percolados, sendo possivel a passagem de grandes volumes de
amostra que possibilitam fatores de pré-concentragao elevados (JARDIM,
2010; POOLE, 2002; WAN IBRAHIM et al., 2014);

Limpeza/lavagem da coluna, utilizando solvente apropriado para retirada
de impurezas, possibilitando uma purificagdo do extrato (JARDIM, 2010;
POOLE, 2002);

Eluicdo do analito, desfazendo a interagao analito-adsorvente por meio de
um solvente adequado (JARDIM, 2010; POOLE, 2002; WAN IBRAHIM et
al., 2014).
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Figura 4. Representacdo esquematica das etapas empregadas na extragdo em
fase sélida (SPE).
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Fonte: Adaptado de (LUIZ; MACIEL; LANCAS, 2015).

Para o uso da SPE como etapa de preparo de amostra, além de se levar
em consideragao as caracteristicas do analito e matriz, parametros como
escolha e tipo do material adsorvente, volume da amostra e solvente para eluicao
também devem ser considerados. A literatura apresenta inumeros trabalhos que
utilizam a SPE para extracdo/pré-concentracdo de TCs de diferentes tipos de
amostras, em que OASIS HLB — adsorvente universal polimérico de fase reversa
hidrofilico-lipofilico-balanceado, constituido por N-vinilpirrodilona e
divinilbenzeno - é considerado o adsorvente mais empregado (ONAL, 2011). Em
geral, a ligacao entre esse adsorvente e esses analitos ocorrem devido a forgas
de Van Der Walls, interagbes nao polares, ligagdes de Hidrogénio, entre outras
(ANDRADE-EIROA et al., 2016a, 2016b).

Mamani e colaboradores (VARGAS MAMANI; REYES REYES; RATH,
2009) desenvolveram um método para extragdo de TCs, sulfonamidas e
cloranfenicois de amostras de leite bovino para posterior determinacéo por
HPLC-DAD. O preparo da amostra envolveu a precipitagao das proteinas do leite
com tampéao Mcllvaine e acido tricloroacético em MeOH, seguido da SPE usando
cartuchos de OASIS HLB. Diferentes autores também estudaram a extragao de
TCs utilizando cartuchos de SPE com C1s (FRITZ; ZUO, 2007; SAMANIDOU;
NIKOLAIDOU; PAPADOYANNIS, 2007; SANTOS et al., 2007). Entretanto, o uso
de cartuchos HLB sao mais recomendados para extracao e pré-concentragcao de

TCs, devido a sua estabilidade em diferentes valores de pH e solventes, boa
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capacidade de retengdo de compostos polares e hidrofébicos (ANDRADE-
EIROA et al., 2016a, 2016b).

Nos ultimos anos, tem-se buscado o desenvolvimento de adsorventes
para SPE com reconhecimento especifico para TCs, visando uma melhoria dos
resultados e uma maior seletividade devido a complexidade das matrizes, como
as alimenticias, por exemplo. Dentre esses novos adsorventes desenvolvidos
podemos citar metal-organic framework (MOF) (ARABSORKHI; SERESHTI;
ABBASI, 2019), zeolite imadazole framework-8 (ZIF-8) (LIU; CHEN; DING, 2017,
YANG; YANG; YAN, 2013), sorventes baseados em carbono/grafeno (DE FARIA
et al., 2017; SUN et al., 2015; WEI; WU; ZHU, 2017; WU et al., 2017; XU et al.,
2016), nanoparticulas magnéticas (CASTILLO-GARCIA; AGUILAR-CABALLOS;
GOMEZ-HENS, 2015; HUANG et al, 2017; IBARRA et al, 2011) e,
especialmente os polimeros molecularmente impressos (FENG et al., 2016; NIU
et al., 2016; WANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

2.3 Os POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS PARA TETRACICLINAS

Os MIPs sao materiais sintéticos poliméricos que apresentam sitios de
reconhecimento seletivo que sao produzidos durante a sua sintese polimérica.
Estes materiais passaram a chamar a atengéo devido a apresentarem vantagens
como seletividade, simplicidade de preparo, robustez, facilidade de
armazenamento, entre outras vantagens (CHEN et al., 2016). Assim, a busca
por novos materiais adsorvente com sitios seletivos de reconhecimento tornou-
se de grande interesse para a comunidade cientifica em geral.

O conceito de impressdo molecular passou a ser estudado a partir de
1940, quando Linus Pauling postulou a teoria da formacgao de anticorpos, em que
a cadeia polipeptidica do anticorpo se molda ao redor do antigeno, criando uma
configuracao seletiva para este antigeno (PAULING, 1940; TARLEY, C. R. T.;
SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA, 2005). Posteriormente, com base na
interacdo seletiva antigeno-anticorpo, os cientistas introduziram a tecnologia de
impressao molecular (MIT, do inglés Molecularly Imprinting Technology) para
sintetizar materiais sintéticos com uma estrutura rigida tridimensional ao redor

de uma molécula molde, com capacidade para mimetizar os materiais bioldégicos



51

e que mantivessem a seletividade e especificidade. Assim, a MIT foi reconhecida
como um método que poderia fornecer uma ligagcao especifica a molécula molde
por meio de sitios de ligagdo em um Polimero Molecularmente Impresso (MIP,
do inglés Molecularly Imprinting Polymer) (CHEN et al., 2016).

De um modo geral, a sintese de um MIP pode ser resumida em trés
etapas, que consiste primeiramente da formacdo de um complexo entre
molécula molde (MM) e monémero funcional (MF) por meio de ligagbes
covalentes ou ndo-covalentes. Em seguida, um agente de reticulagdo (AR) e um
iniciador radicalar (IR) sdo adicionados para estabilizar os sitios de ligacdo e
iniciar a polimerizagao. Assim, o complexo MM-MF é polimerizado, de modo que
uma rede polimérica se forme ao redor da MM. Por fim, apés a obtencédo do
polimero, a MM ¢é removida da matriz polimérica, gerando cavidades
tridimensionais com sitios de reconhecimento em termos de tamanho, forma e
disposigcao de grupos funcionais para se ligarem a espécie quimica que serviu
de molde (CHEN et al., 2016; TURIEL; ESTEBAN, 2019). A Figura 5 apresenta

uma representacdo esquematica do processo geral de sintese de um MIP.

Figura 5. Representacao esquematica do processo de sintese de um MIP.
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Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2016; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA,
2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019).

A reagao de polimerizag&o na sintese dos MIPs envolve a combinagéo da
MM, MF, AR, IR e solvente porogénico (SP) e, portanto, a combinagéo deles
afeta caracteristicas como seletividade, capacidade adsortiva, bem como no seu
desempenho para aplicagdes especificas. A escolha e combinacdo dos

reagentes apropriados € um passo importante no processo de impressao
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molecular para que se obtenha um material com as caracteristicas desejadas
(CHEN et al.,, 2016; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA,
2005). O Quadro 1 mostra os reagentes e suas combinagdes para a sintese de

diferentes MIPs usados na adsorc¢ao de tetraciclinas.



Quadro 1. Polimeros molecularmente impressos reportados na literatura para a adsor¢cao de TCs em diferentes amostras.
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Outros . ,
MM MF IR AR SP reagentes Estrategia de Amostral Metodo Ref.
Polimerizagao Preparo de Amostra Analitico
empregados
7.5 mmol de ] (ABRAO;
1 mmol 3 mmol | 0,15 mmol 7 mmol 48 mL HEMA + 0,5 oy Agua do lago (MG); MAIA;
oTC MAA | ABN | EGDMA | MeOH | mmolde glicerol | ' recipitagao MISPE HPLC-DAD | ¢ iGUEIREDO,
metacrilato 2014)
0.1 mmol | S| eito | 49 mmol | 30mL N/A Precipitago Leite: DSPME Lvss-ce | (AGUILAR et
TC persufta EGDMA | MeOH ptag ’ al., 2020)
MAA de sddio
6,09 50,56 )
811 | mmol | 270 mmol | 99, N/A Bulk N/A UV-VIS (CA'é(%ifTA'
MAA EGDMA
1,16 mmol 13,33 mL
Te 9,28 4641 | ACN
mmol | P92 00 mmol N/A Bulk Carne de porco; MISPE | HPLC-UV (CA;{c%g)t al.,
1’13%“0' MAA EGDMA | 13,33 mL
DMSO
20.0 100 mL 120 mmol
2 mmol mrr;ol 0,19 NI EtOH:H: estireno + 20 Impressao em Ovo e carne de galinha; LC-MS/MS (CHEN et al.,
OTC AIBN o @) mmol superficie MSPD 2009)
MAA ) -
(9:1, viv) divinilbenzeno
0,15 mmol 20 mL
2.4 EBiB, 0,1 H-0O com
0,03 mmol ’ mmol 14,4 mmol 80 mg Fe304- . (DAl et al.,
TC mmol CuCl, 0.1 EGDMA 0,3g KH570 ATREP Carne de porco; MSPE HPLC-UV 2012)
MAA Tweem
mmol 20

PMDETA
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0,3

0,75 mmol 10 mg 1,2 mmol 50 mL : e : (DAl et al.,
TC T/IrRXI AIBN EGDMA ACN 150 mg V-MHNTs Precipitacao N/A UVv-VIS 2014a)
1,0
0,5 mmol ’ 15 mg 8,0 mmol 60 mL e a (DAl et al.,
TC rIUIrRXI AIBN EGDMA ACN 100 mg Fe304 Precipitacéo N/A HPLC-UV 2014b)
40 mg 0.3 7 mlL Leite, ovo e carne de (FENG et al
CTC? MAA' mmmol Clorofér N/A Precipitagéo P HPLC-DAD v
AIBN . porco; MISPE 2016)
EGDMA mio
100 mL
Tmmol |8mmol| 01g | 20mmol COErtno(l)-I . 059 Impress&o de Laite: MSPE Lomsms | (GAOetal,
TC MAA AIBN EGDMA poIivini’Ipi Fes04COOH superficie ’ 2020)
rrolidona
71,1 L ~ .
55,6 mg ’ 12,4 mg 1,24 mL 11,2 mL . . Copolimerizagao Racéo e musculo de ) (HU et al.,
TC A AIBN TRIM | Acetona | ' 'Pras silatadas multipla frango, leite; SPME HPLC-UV 2008)
65 mL
MeOH:A
0,75 mmol | 6 mmol 30 mg 3mL C Lagosta, pato, mel, ) (JING et al.,
TC MAA AIBN TRIM (3825 N/A Precipitagao ovo; MISPE LC-MS/MS 2009)
v/v)
60 mL
OTC:CTC MeOH:A .
6 mmol 30m 3mL o Lagosta, leite e mel; JING et al.,
(11, MAA | AIBN TRIM CN N/A Precipitagao orline MISPE HeLC-uv | ¢ 2010)
mol/mol) (30:35,
viv)
AIBN/CDB Polietileno glicol- Precipitacéo- (LIU et al.,
2 2 2 -
TC MAA 3 EDMA ACN 1200 RAET N/A HPLC-UV 2014a)
3,0 100 mg ~ (PIZAN-
0,25 mmol 0,25 mmol | 30 mmol 50 mL > Impressao de . HPLC-UV e
TC N EGDMA | MeOH | odQ@80z superficie Leite/ MSPE DPV AQU%SO? al.,
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12 mL
0,4 mmol m1r,nzol 120 mg 10 mmol | ACN +4 | 0,4 mmol HEMA/ | Bulk — Impressao | Leite, carne de frango e HPLC-UV (LU et al.,
TC AIBN EGDMA mL Fibras silatadas de superficie peixe / SPME 2020)
MAA
MeOH
A solucao foi
4,64 (AKBULUT
0,580 mmol NI 23,2 mmol 7 mL colocada em uma NI N/A UV-VIS SOYLEMEZ,
mmol TC EGDMA DMF fonte gama (Co-
MAA 60) 2021)
25 mL
12,2 ACN:Alc SUEDE
28Tmol | mmot | O Tl | 9Ol ool N/A NI N/A/ SPE UV-VIS E etal,
MAA Benzoila 2004)
(3:2, viv)

MM: molécula molde; MF: monémero funcional; IR: iniciador radicalar; AR: agente reticulante; SP: solvente porogénico; N.l.- ndo informado; N/A- Nao se aplica;
TC- Tetraciclina; MAA- acido metacrilico, EGDMA- etileno glicol dimetacrilato; MeOH- Metanol; ACN- Acetonitrila; DMSO- Dimetilsulféxido; AIBN- 2,2-
Azobisisobutironitrila; OTC- Oxitetraciclina; MeOH- Metanol; EtOH- etanol; MISPE- Extragdo em Fase Sélida Molecularmente Impressa; HPLC-DAD- HPLC-
UV- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Arranjo de Diodo; LVSS-CE- Eletroforese Capilar de Empilhamento de Amostras de Grande Volume; UV-
Vis- Espectroscopia Ultravioleta-Visivel; HPLC-UV- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao Ultravioleta; LC-MS/MS- Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas; MSPD- Dispersao da Matriz em Fase Sélida; ATREP- Polimerizagao Radicalar em Emulsao por Transferéncia Atdmica;
MSPE- Extracdo em Fase Sdlida Magnética; FesOs-KH570- Nanoparticulas magnéticas modificadas com y-metacriloxipropiltrimetoxisilano (KH-750); V-
MHNTSs- Nanotubos magnéticos de halloysite modificados com vinil; CTC- Clorotetraciclina; AA- Acrilamida; TRIM- trimetilpropano trimetacrilato; SPME-
Microextragdo em fase sdlida; EDMA- etileno dimetacrilato; CDB- cumil ditiobenzoato; RAFT- Polimerizagao Radicalar Controlada por Transferéncia tipo

Adigao-Fragmentada; HEMA- 2-hidroxietil metacrilato; BPO- Perdxido de Benzoila; DMF — Dimetilformamida; GMA — Glicidilmetacrilato;

' Diferentes proporgdes de Molécula Molde (MM): Monémero funcional (MF) foram estudadas, sendo a melhor 1:4 (MM:MF).
2TC/MAA/EDMA estao na proporgcdo molar 1:8;40.
3 AIBN/CDB estao na proporgao molar 1:2.
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A MM, também chamada de template, € o analito alvo para o qual se
deseja formar a cavidade seletiva, embora em alguns casos, a cavidade seletiva
pode ser formada para um grupo ou familia na qual a molécula pertence
(BARROS; CUSTODIO; RATH, 2016). Apesar de a maioria das publicagbes
envolverem apenas uma molécula como MM, estudos recentes tém relatado o
uso de um ou mais moléculas como MM na sintese de MIPs, formando cavidades
seletivas para dois tipos de analitos distintos ou para uma classe de substancias
(GAMA; BOTTOLI, 2017; QU; ZHU, 2017; TANG et al., 2016; XU et al., 2018).
Jing e colaboradores (JING et al., 2010) reportaram a sintese de um MIP usando
OTC e CTC como moléculas molde, gerando um polimero com alta capacidade
de reconhecimento molecular para a classe das TCs. A escolha da MM se baseia
em trés caracteristicas principais: ndo conter grupos que se envolvam ou
participem da polimerizagao, ser estavel sob as condi¢des de polimerizagao
(temperaturas elevadas ou exposicao a luz UV) e, principalmente, conter grupos
funcionais capazes de interagir com o MF (TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M.
D. P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2010a, 2019).

O MF, geralmente composto por uma unidade de reconhecimento e por
uma unidade polimerizavel, possui uma dupla-funcionalidade: ter a funcao de
formar um complexo com a MM e posteriormente incorpora-la na rede polimérica
ao participar do processo de polimerizagdo por meio da sua unidade
polimerizavel. A escolha do MF € uma etapa crucial para o sucesso da impressao
da MM na matriz polimérica, e sua selecdo esta intimamente relacionada as
caracteristicas da MM. A forgca das interagbes entre a MM e o MF afeta
caracteristicas do MIP como afinidade, estabilidade e seletividade. Isso porque,
uma maior estabilidade no complexo MM-MF faz com que as cavidades do
polimero formado sejam nada ou pouco afetadas por outras espécies além da
MM, conferindo uma maior uniformidade dos sitios de ligacdo e
consequentemente, resultando em uma maior seletividade do MIP (ASHLEY et
al., 2017; CHEN et al., 2016; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2019).

Como pode ser visto no Quadro 1, o MIP sintetizado por Hu e
colaboradores (HU et al., 2008) foi o primeiro MIP reportado na literatura
empregando um MF diferente do MAA. Nesse trabalho, os autores avaliaram os
MIPs sintetizados usando MF com caracteristicas acidas, basicas e neutras

como é o caso dos MF acido metacrilico (MAA), 4-vinilpiridina (4-VP) e



57

Acrilamida (AA), respectivamente. Os autores concluiram que o MIP usando AA
como MF apresentou melhor homogeneidade e estrutura morfologica, além de
apresentar a maior capacidade adsortiva em comparagdo com os demais. Pizan-
Aquino e colaboradores (PIZAN-AQUINO et al., 2020) reportam a sintese de um
MIP magnético (M-MIP) para TC também usando o AA como MF e, neste caso,
foi escolhido por andlise computacional. Para fins de comparagao, os autores
sintetizaram um MIP usando MAA. Os autores concluiram que o M-MIP
sintetizado com o MF AA apresentou maior magnetizagao de saturagdo quando
comparado com o M-MIP de MAA, bem como uma maior adsor¢cdo da TC neste
material, indicando que o M-MIP (AA) ofereceu os melhores recursos.

Entretanto, uma vez que a TC apresenta caracteristicas anféteros, o
principal e mais utilizado MF na sintese de MIPs para TCs € o MAA. Isso porque,
o MAA apresenta grupos aceptores de elétrons, como a carbonila, e doadores
(hidroxila) de ligacado de hidrogénio, capazes de interagir com a TC que possui
também grupos aceptores e doadores de ligagao de hidrogénio, logo, espera-se
que a interagdo entre esses reagentes promova varios locais de ligagcdo de
Hidrogénio. Além disso, o MAA possui a capacidade de fazer ligacbes de
natureza iénica, pois apresenta o grupo COOH ionizavel, sendo considerado um
acido fraco (pKa = 4,7), possibilitando a interagcdo com as TCs que apresenta
varios graus de ionizagdo em solugéao aquosa.

Outro fator importante que afeta as caracteristicas do MIP é a proporgao
entre MM e MF. Devido as interagcdes entre MM e MF serem governadas por um
processo de equilibrio, geralmente utiliza-se um excesso de MF em relagao a
MM para garantir a formagado do maior numero possivel de sitios especificos
através da formacado do complexo MM-MF. No entanto, vale ressaltar que
estudos de proporcdo entre estes dois reagentes devem ser feitos, pois
quantidades excessivas de MF podem aumentar a quantidade de sitios de
ligacéo nao-especificos diminuindo a seletividade do MIP (ASHLEY et al., 2017;
CHEN et al., 2016; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2019). Feng e colaboradores
(FENG et al., 2016) avaliou a razdo molar entre MM e MF nas proporgdes 1:4,
1:6 e 1:10 (MM:MF) em relacdo a capacidade adsortiva de cada material
sintetizado. Os autores concluiram que houve um efeito minimo sobre a
capacidade adsortiva e a menor proporgao (1:4) foi selecionada. O grau de

reticulagéo na ligagado da TC com o material sintetizado também foi avaliado por
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Cai e Gupta (CAIl; GUPTA, 2004), em que os autores concluiram que com uma
alta reticulagcdo, ou seja, uma alta quantidade do AR (entorno de 80% de
EGDMA) tem-se uma maior adsorgao, pois segundo eles, é necessario que o
polimero apresente uma estrutura rigida para manter a impressao molecular.

A escolha do SP empregado durante a sintese polimérica tem um papel
fundamental pois, este deve fornecer a solubilizagdo do meio, favorecendo o
processo de polimerizagdo, mas sem formar fortes interagdes intermoleculares
com o MF e a MM que possam interferir no processo de formagao do complexo
(MM-MF, pré-polimerizagao). Além disso, o SP tem influéncia direta nas
caracteristicas morfolégicas do material, pois deve favorecer a criagdo de poros
no polimero. Assim, a escolha adequada do SP no complexo pré-polimerizagao
favorece a formagao de um polimero macro ou microporoso, pois este solvente
nao deve provocar interferéncias na interacdo MM-MF pois caso isso ocorra,
pode haver a formacgao de pequenas quantidades e com pouca seletividade dos
sitios de reconhecimento. Dessa forma, a baixa afinidade entre o SP e o MF
podera resultar na formagao de poros maiores que favorecem a transferéncia de
massa do analito aos sitios seletivos, enquanto um SP com alta afinidade pelo
MF pode causar interferéncias na interacdo MM-MF resultando em particulas
pequenas e poucos poros (CHEN et al., 2016; CORMACK; ELORZA, 2004;
PARLAPIANO et al., 2021; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T,
KUBOTA, 2005; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2019).

Normalmente, os SP mais empregados em sinteses de MIPs sdo metanol
(MeOH), acetonitrila (ACN), etanol (EtOH), dimetilsulfoxido (DMSO),
tetrahidrofurano (THF), entre outros. Esses solventes podem ser classificados
entre apolares, polar apréticos ou polar préticos. A polaridade dos porégenos
pode afetar o interacdo entre a MM e o MF e, portanto, as propriedades de
adsorcao de MIPs (CHEN et al., 2016). Como podemos observar no Quadro 1,
os SP mais empregados na sintese de MIPs para TC sdo MeOH e ACN.
Entretanto, cabe saliente que também é comum durante a sintese de MIPs o uso
de uma mistura de SP, tal como pode ser visto no Quadro 1 em que o uso de
misturas como MeOH:ACN (JING et al., 2009, 2010) e EtOH:H20 (CHEN et al.,
2009) sao reportadas.

Aguilar e colaboradores (AGUILAR et al., 2020) avaliaram o efeito da

polaridade do SP durante a sintese de um MIP para TC, usando a ACN como
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solvente polar aprético e o MeOH como solvente polar prético, em diferentes
proporgdes (4:0, 3:1, 2:2, 1:3 e 0:4) variando de MeOH para ACN. Os autores
observaram que a polaridade afeta o modo de interagdo do complexo MM-MF,
bem como a adsor¢do da TC diminuiu com a diminuicdo da polaridade. Os
autores associam estes resultados a relagao entre os fatores de impressao dos
MIPs obtidos e a constante dielétrica dos SP, uma vez que a constante dielétrica
do MeOH (33,0) é menor que da ACN (37,5), escolhendo o MeOH como o SP
por apresentar os melhores resultados. Para Liu e colaboradores (LIU et al.,
2014a) a ACN como SP produz particulas mais uniformes e com bom tamanho,
favorecendo a adsorgao. No trabalho reportado por Jing e colaboradores (JING
et al., 2009) os autores empregam uma mistura de MeOH:ACN (30:35, v/v) como
SP. Para os autores, uma por¢cdo maior de um solvente menos polar favorece a
formacgao de ligagbes de Hidrogénio entre a TC e o MF (MAA).

O AR, também chamado de agente de ligacéo cruzada (do inglés cross-
linker), tem como finalidade controlar a morfologia da matriz polimérica,
estabilizar os sitios de ligagao e dar estabilidade mecanica a matriz polimérica
para manter sua capacidade de reconhecimento molecular. O tipo e quantidade
de AR podem afetar a seletividade e a capacidade de ligagdo do MIP. Assim, a
quantidade de AR no polimero deve ser alta, afim de manter um maior grau de
reticulacdo e consequentemente manter a estabilidade dos sitios de
reconhecimento formados (CHEN et al., 2016; FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA,
2008; SANTOS et al., 2012; TURIEL; ESTEBAN, 2019; TURIEL; MARTIN-
ESTEBAN, 2019).

Assim como os MF, os AR também apresentam em sua estrutura um ou
mais grupos vinilicos, de modo que os mono-vinilidos geralmente formam
cadeias mais lineares e os multi-vinilados (bi-, tri-, etc) formam cadeias mais
ramificadas com diferentes arranjos moleculares. Dentre os AR, o etilenoglicol
dimetacrilato (EGDMA) e o trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM) sdo os mais
utilizados nas sinteses de MIPs em geral.

Jing e colaboradores (JING et al., 2009) utilizaram TRIM e EGDMA em
diferentes quantidades para avaliar a influéncia do AR na sintese dos MIPs. Os
autores concluiram que o MIP sintetizado usando 3 mL de TRIM foi o que

apresentou os melhores resultados em termos de fator de impressédo e



60

capacidade adsortiva, uma vez que o TRIM é um AR trivinilado, podendo
favorecer a formacéao de estruturas porosas no polimero que o EGDMA.

A revisao da literatura sobre MIP para TCs permitiu evidenciar que o
EGDMA, um AR bivinilado, é o AR mais empregado na sintese de MIPs para TC,
e possivelmente esse fato esta atrelado a sua capacidade térmica e mecanica
altamente estaveis que possibilita a formacgéao de materiais mais estaveis e com
rapida transferéncia de massa. Vale ressaltar também as altas proporgdes em
relacdo ao MF que sao utilizadas desse reagente (CHEN et al., 2016; TARLEY,
C.R.T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019).
Aguilar e colaboradores (AGUILAR et al., 2020) avaliaram o efeito da propor¢ao
de EGDMA como AR na sintese do MIP. Em condi¢des previamente otimizadas
para a proporgao entre MM:MF (1:7), o estudo envolvendo a proporgéo de
EGDMA foi avaliado em 3 condi¢des diferentes, sendo elas 1:7:25, 1:7:50 e
1:7:75 (MM:MF:AR). Os autores reportaram que nao obtiveram o MIP sintetizado
na proporgao 1:7:25 devido a baixa quantidade de AR que nao facilitou o
processo de polimerizagdo. Para o MIP com a maior propor¢édo de EGDMA,
1:7:75, houve uma diminui¢cdo consideravel na porcentagem de remogéo de TC
em relacdo ao MIP sintetizado na proporg¢ao 1:7:50, atribuindo este fato de que
o alto grau de reticulagdo do polimero pode afetar a interacdo entre MM/grupos
funcionais, diminuindo entdo a capacidade de ligacdo do MIP. Assim, o MIP
sintetizado na proporgéo 1:7:50 apresentou os melhores resultados.

Em uma reacéo de polimerizagdo, apos a adi¢do do AR, é acrescentado
um IR ao meio reacional. O IR, que geralmente possui ligacdes fracas com baixa
energia de dissociagdo, sofre quebra de ligagdo em sua estrutura gerando
radicais capazes de dar inicio a reacao de polimerizacdo. Assim, a funcido do IR
€ gerar radicais livres capazes de possibilitar o inicio e a manutenc¢ao da reacao
de polimerizagdao. Comumente, as sinteses dos MIPs envolvem reacdes de
polimerizacao por radicais livres, foto e/ou eletropolimerizacédo, em que o IR pode
ser ativado por processos térmicos ou fotoquimicos. Portanto, a escolha do IR
deve ser criteriosa, baseada nas caracteristicas dos demais reagentes pois estes
podem ser termo e/ou fotossensiveis. Além disso, deve-se remover o oxigénio
do ambiente da sintese polimérica, pois este leva a um excesso de radicais livres
que podem prejudicar a reagdo polimérica; essa remogao pode ser feita

purgando gas inerte (como por exemplo nitrogénio e argénio) ou utilizando banho
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ultrassom. Os peroxidos e os azo-compostos sdo amplamente utilizados como
IR, sendo o 2,2’-azobisisobutironitrila (AIBN) o mais comumente utilizado em
sinteses poliméricas via radicais livre (CHEN et al., 2016; FIGUEIREDO; DIAS;
ARRUDA, 2008; SANTOS et al., 2012; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D.
P. T.; KUBOTA, 2005).

A popularidade do uso do AIBN como IR em sinteses de MIPs em geral,
também é facilmente observado para a sintese de MIPs para TCs, sendo o
principal e mais utilizado IR. Pizan-Aquino e colaboradores (PIZAN-AQUINO et
al., 2020) consideram o AIBN um reagente caro e altamente explosivo e, por
isso, utilizaram pela primeira vez o peroxido de benzoila (BPO) como IR em uma
sintese de MIP para TC.

Com o aprimoramento da ciéncia e da tecnologia MIT, foi possivel
descrever que as interagdes existentes entre template e o MF durante a sintese
do MIP séo estabelecidas por ligagbes covalente, ndo-covalente e semi-
covalente. Wuff e Sarhan (WUFF; SARHAN, 1972) no inicio da década de 1970
introduziram a abordagem da ligacdo covalente reversivel existente entre MM e
MF. Para isso, os autores sintetizaram um polimero organico para separagao
enantiomérica de misturas racémicas de acido glicérico, utilizando o 2,3-0-p-
vinilfenil borénico como MF que continha grupos funcionais capazes de se
ligarem seletivamente a MM. Entretanto, devido a essa ligacao covalente entre
MM e MF ser uma ligagao forte, tornou-se dificil a remogado da MM da matriz
polimérica, necessitando de clivagem da ligacdo para a remogao ser completa
(FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008; WUFF; SARHAN, 1972).

Para os MIPs sintetizados com uma abordagem covalente, tem-se a
formacdo de uma ligacado covalente reversivel entre a MM e o MF durante a
formacgao do complexo entre eles. A MM é removida por clivagem das ligagdes
covalentes formadas, e estas sao reinstauradas apés a religacao a MM. Os MIP
formados com esse tipo de abordagem apresentam sitios de ligagdo mais
homogéneos e estaveis, e consequentemente, mais seletivos. Entretanto, o uso
desse tipo de abordagem torna-se bastante limitado devido a ligagao covalente
resultar em ligagao e dissociacao lenta, dificultando a extragdo da MM, sendo
necessario, em muitos casos, procedimentos drasticos de hidrolise (ASHLEY et
al., 2017; CHEN et al., 2016; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T;;
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KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN,
2010b).

Por outro lado, tem-se a abordagem da ligagdo nao-covalente em MM e
MF, de modo que a remogao da MM da matriz polimérica pudesse ocorrer por
meio de uma lavagem simples, com altera¢des do pH, forga ibnica, solvente ou
algum outro parametro (ARSHADY; MOSBACH, 1981; FIGUEIREDO; DIAS;
ARRUDA, 2008). A abordagem nao-covalente, baseada nas interagcbes
relativamente fracas como ligagdo de Hidrogénio, ligagdes idnicas, van Der
Walls, entre outras, entre a MM e o MF e possui uma rapida cinética de ligagao
e remogao da MM. A sintese de MIPs com esse tipo de abordagem € a mais
comum devido a sua simplicidade e disponibilidade de uma ampla variedade de
MF com capacidade de interagir com diferentes moléculas que podem ser
usadas como MM. No entanto, MIPs sintetizados com esse tipo de abordagem
podem apresentar uma baixa seletividade devido as interagdes fracas entre MM
e MF, quando comparado aos polimeros sintetizados pela abordagem covalente.
Além disso, o polimero apresenta uma maior heterogeneidade dos sitios de
ligacédo devido ao excesso de MF livre que pode ser incorporado aleatoriamente
na matriz polimérica, além de sofrer uma influéncia maior da polaridade do SP
empregado na polimerizacao (ASHLEY etal., 2017; CHEN et al., 2016; TARLEY,
C.R.T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019;
VASAPOLLO et al., 2011).

A revisao da literatura resumida no Quadro 1, nos permite observar que
todos os MIPs reportados na literatura para TCs foram sintetizados a partir de
uma abordagem n&o-covalente. Isso porque, como dito anteriormente, o
principal MF utilizado nessas sinteses é o MAA, que interage com as TCs por
ligacdo de hidrogénio, ou seja, ocorre uma ligagao nao-covalente entre a MM e
o MF.

A fim de aliar as principais vantagens apresentadas pelas abordagens
covalente e nao-covalente, um duplo modo de ligagdo, conhecido como
abordagem semi-covalente, foi introduzido por Whitcombe e colaboradores
(1995) (WHITCOMBE et al., 1995b), que sintetizaram um polimero impresso
para colesterol que se ligava covalentemente ao MF (éster 4-vinilfenilcarbonato)
durante a polimerizacao. Apos a remoc¢ao da molécula da estrutura polimérica

por uma clivagem com hidrdlise basica, sitios de reconhecimento ndo-covalentes
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eram formados, sendo possivel entdo a sintese de MIPs empregando ligagdes
covalentes e nao-covalentes (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008;
WHITCOMBE et al., 1995b). Portanto, nesse tipo de sintese, estabelece-se que
a polimerizagdo seja mediada por ligagdo covalente, garantindo uma maior
seletividade ao MIP, enquanto a religacdo do analito durante a utilizagdo do
material ocorra por interagdes nao-covalentes, o que facilita o processo de
eluicdo do analito. Uma das principais vantagens desse tipo de abordagem para
sintese de MIPs se da devido a menor proporgao entre MM e MF ser necessaria
(geralmente 1:1 ou 1:2) quando comparado com a sintese n&o-covalente em que
as proporg¢oes variam de 1:4 a 1:8, resultando no aumento da seletividade devido
a diminuigao de sitios nao-especificos causados pelo excesso de MF (BELTRAN
et al., 2010; CHEN et al., 2016; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2019).

Os isocianatos vem sendo bastante empregado como MF em sinteses de
MIPs por abordagem semi-covalente para diferentes MM. Do Ki e colaboradores
(KI et al.,, 2002) preparam particulas de silica esféricas molecularmente
impressas para estrona. Para essa sintese, os autores empregaram a estrona
como MM e o isocianato de 3-(trietoxisilil)propila (ICPTS) como MF. Assim, a
reacao para formacgao do complexo MM-MF ocorreu pela reagéo entre o grupo
isocianato do MF com o grupo fenol da MM, formando uma ligagao uretana
estavel a temperatura ambiente, mas que em altas temperaturas pode sofrer
uma clivagem facilmente. Para essa clivagem térmica, os autores usaram uma
mistura de dimetilsulféxido (DMSO) e agua a 180 °C, pois o DMSO em alta
temperatura favorece a quebra da ligagcédo uretana e assim, o grupo isocianato
dissociado é convertido a um grupo amino na presenga de agua, conforme
esquema a seguir. Wang e colaboradores também sintetizaram um MIP para
estrona, empregando a mesma rota sintética para o complexo MM-MF, com a
diferenca neste caso o MIP foi sintetizado sob nanoparticulas magnéticas
(WANG et al., 2009)
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Esquema 1. Esquema da reagédo de clivagem térmica entre um grupo fenol e um
grupo isocianato.
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Adaptado de (KI et al., 2002).

A estrona também foi escolhida por Do Ki e Chang (KI; CHANG, 2006)
como a MM para a sintese de nanocapsulas molecularmente impressa. Neste
trabalho, o complexo Estrona-Vinil foi sintetizado usando outro isocianato, o 3-
isopropenil-a,a-dimetilbenzil (IPDBMI). No trabalho de Do Ki citado
anteriormente, os autores nao informaram a proporg¢ao molar entre a MM e o MF.
Por outro lado, neste novo trabalho os autores descrevem a proporgao molar
entre Estrona e IPDMBI como sendo 1:1. Os isocianatos também foram
empregados na sintese de MIPs semi-covalentes para Bisfenol A (GUNEY;
GUNEY, 2017), colesterol (EFFTING et al., 2022), ambos empregando o ICPTS
como MF e com rota sintética semelhante.

Além dos exemplos citados anteriormente, a abordagem semi-covalente

também foi empregada para a sintese de materiais molecularmente impressos
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para moléculas como compostos aromaticos policlorados (LUBKE;
WHITCOMBE; VULFSON, 1998), colesterol (WHITCOMBE et al., 1995a),
propazina (CACHO et al., 2006), fendis (Ql et al., 2010) e Orange Il (ZHAN et al.,
2013).

Uma caracteristica em comum observada nesses trabalhos esta no tipo
de MM utilizada: geralmente moléculas grandes e com numero limitado de
grupos funcionais. Logo, a estratégia de sintese semi-covalente vem sendo
empregada para moléculas com poucos locais de interagdo com o monémero
funcional e, nestes casos, a impressao quimica via sintese nao-covalente pode
ndo ser muito eficiente. Nesse sentido, a sintese via semi-covalente também é
chamada de impressao quimica sacrificial, pois um grupo de ligagao entre a MM
e o MF tem a fungao de anexar a MM ao MF durante a formacgao do polimero e
atuar como espacgador sacrificial entre o MM e a funcionalidade ligada ao
polimero, permitindo que a parte da molécula que ndo possui grupos funcionais
capazes de interagir com o MF possa ser impressa na martriz polimérica devido
ao volume ocupado, bem como evitar aglomeracdo estérica na etapa de
religagcdo nao-covalente (KIRSCH et al., 2004; QI et al., 2010).

Vale ressaltar que até o presente momento, a literatura nao reporta MIPs
sintetizados via semi-covalente para moléculas polifuncionalizadas, como as
TCs, sendo uma alternativa para mitigar a formagédo de sitios heterogéneos
durante a sintese.

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para a sintese de MIPs. A
escolha dessa estratégia é influenciada pelas caracteristicas que cada uma
delas apresenta em funcdo da finalidade pretendida para o uso do MIP em
diferentes areas. Como observado no Quadro 1, as metodologias mais
empregadas para a sintese dos MIPs para TCs sao bulk e polimerizagdo por
precipitacdo. Essas metodologias também sdo amplamente empregadas na
sintese de MIPs em geral, além de outras metodologias como polimerizagao por
suspensao, impressdao em superficie, sol-gel, emulsédo, entre outros também
podem ser adotados (CHEN et al., 2016; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M.
D. P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019).

A polimerizagdo em bulk, ou em massa, € o0 primeiro € mais empregado
método de polimerizacao para sintese de MIPs, devido a sua simplicidade de

operacado. Basicamente, a sintese por esse método ocorre em sistema
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homogéneo, envolvendo a mistura de todos os reagentes (MM, MF, SP, AR e
IR) e, por meio de estimulos térmico ou fotoquimicos, inicia-se a reagao de
polimerizagao. Ao final, obtém-se uma massa polimérica que necessita de pos-
tratamentos que incluem moagem e peneiramento para obtenc&o de particulas
menores, seguido da lavagem com solvente para retirada da MM. Apesar de ser
bastante popular, 0 método apresenta algumas desvantagens como poucos
locais de reconhecimento especificos, provocando uma cinética de ligagao lenta
e baixa capacidade de ligagcédo, além de que os materiais apresentam matriz
heterogéneas devido a falta de controle sobre o processo de polimerizagdo com
esse metodo. Ainda, a necessidade da etapa de moagem pode causar a
destruicado de sitios e os materiais podem apresentar particulas com tamanhos
e formas diferentes (CHEN et al., 2016; TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D.
P. T.; KUBOTA, 2005; TURIEL; ESTEBAN, 2019).

A polimerizagao por precipitagdo, analogo ao método de polimerizagao
em bulk, utiliza volumes superiores do SP (de 2 a 10 vezes mais) a fim de impedir
a formacédo da massa polimérica. Esse método baseia-se no crescimento de
cadeias poliméricas, que ao atingir um determinado comprimento durante a
reagao, tornam-se insoluvel no SP e consequentemente precipitam. O AR
proporciona rigidez suficiente para impedir que as particulas coalesgam,
dispensando o uso de outros agentes estabilizantes. Ainda, a agitagdo constante
durante o processo pode favorecer a formacgéo de particulas mais homogéneas.
Ao final, obtém-se um material com tamanho e particulas mais uniformes e tem-
se um maior rendimento em relacao a polimerizagao em bulk (CHEN et al., 2016;
TARLEY, C. R. T.; SOTOMAYOR, M. D. P. T.; KUBOTA, 2005; VASAPOLLO et
al., 2011; WULFF, 2013).

A revisao da literatura para MIPs para TCs nos permitiu inferior também
que a grande maioria das sinteses desses materiais ocorrem via radicais livres.
Alids, esse mecanismo € o principal e mais utilizados em sinteses de
polimerizagdo em geral, em que a quebra de uma dupla ligagdo da unidade
manométrica é convertida em um radical de propagacgao ativo (DAOUD ATTIEH
et al., 2017). Entre as principais vantagens desse tipo de polimerizagao é que
esta pode ocorrer em condigcdes brandas de reagdo, como pressdo e
temperatura ambiente, por exemplo. Em contrapartida, aspectos como o

crescimento rapido da cadeia polimérica e a reagao de terminacéo irreversivel
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mostram-se como limitagdes pois afetam o grau de distribuicdo do peso
molecular da estrutura do material sintetizado (BEYAZIT et al., 2016;
CORMACK; ELORZA, 2004).

Diante do exposto, vimos que os inumeros MIPs reportados para TCs
foram sintetizados por uma abordagem nao covalente, empregando o MAA como
principal e mais utilizado MF para essas sinteses, visto que ele interage com as
TCs por ligagdes de hidrogénio. Entretanto, pér as TCs apresentarem diferentes
grupos funcionais, a sintese via abordagem nao covalente pode gerar diferentes
sitios de interagao e, por consequéncia, diferentes conformacgdes de interacéo
MF e template gerando sitios com impressao quimica ndo homogéneos.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi sintetizar um novo MIP para
TC empregando a abordagem semi-covalente através da ligagao termicamente
reversivel entre TC (MM) e isocianato de 3-isopropenil-a,a-dimetilbenzil
(IPDMBI) (MF). A reacao para formacdo do complexo MM-MF ocorreu pela
reagao entre o grupo isocianato do MF com o grupo hidroxila da TC, formando
uma ligagao uretana estavel a temperatura ambiente, mas que sofre clivagem
térmica em altas temperaturas. A clivagem térmica ocorreu empregando uma
mistura de dimetilsulféxido (DMSO) e agua a 160 °C, pois o DMSO em alta
temperatura favorece a quebra da ligagdo uretana e o grupo isocianato
dissociado é convertido a um grupo amino na presenga de agua, permitindo que
na religacdo com a TC possam ocorrer ligagdes hidrogénio.

Cabe salientar que até o presente momento, ndo ha relatos na literatura
sobre o uso deste tipo de abordagem de sintese para moléculas
polifuncionalizadas e, portanto, esse € o primeiro trabalho da literatura a avaliar
a impressao quimica semi-covalente para TC.

O novo polimero sintetizado foi usado como adsorvente em extragdo em
fase sélida molecularmente impressa (MISPE) para determinagdo de TC em
amostras alimenticias. Uma das principais vantagem em empregar o MISPE
como preparo de amostra é obter um elevado fator de pré-concentracdo pois
permite que elevados volumes de amostras possam ser pré-concentrados.
Assim, o material sintetizado foi caracterizado por diversas técnicas e aplicados
em experimentos de MISPE para determinacdo de TCs em amostras

alimenticias como o leite.



68

2.4 ANALISE POR INJECAO EM BATELADA - BIA

Impulsionada pela crescente necessidade de realizagao de teste rapidos
e seguros e, em algumas situagdes, obteng¢ao de resultados em tempo real, a
execugao de analises in situ tornou-se crucial na area da quimica analitica.
Reduzir os custos e superar os desafios associados ao transporte das amostras
para o laboratério representa uma consideravel dificuldade nesse campo de
analise. Assim, o avanco de sistemas cada vez mais automatizados, com
frequéncia analitica elevada e custos de analise reduzidos, mantendo, ao
mesmo tempo, elevada preciséo e exatidao, tem evoluido em consonéncia com
a demanda por novas metodologias eficientes.

Nesse sentido, no inicio da década de 90, Wang e Taha (WANG; TAHA,
1991) propuseram um novo sistema baseado na analise por injegdo em batelada
(BIA, do inglés Batch Injection Analysis) para a realizacdo de testes rapidos.
Considerada um método relativamente jovem, o BIA tem ganhado popularidade
na ultima década, sendo considerado uma alternativa aos métodos de analise
por injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis). Ambos os sistemas,
FIA e BIA, se baseiam no transporte hidrodindmico do analito até a superficie do
eletrodo de trabalho. No entanto, o principio do sistema BIA consiste na injegcao
de pequenas quantidades de amostra com o auxilio de uma micropipeta
diretamente sobre a superficie do detector, formando um arranjo wall-jet, que
esta imerso em um grande volume de solugéo (HASSO; SVORC, 2022)

O sistema BIA inicialmente foi utilizado com detecgdo amperométrica e
seu conceito pode ser explicado conforme Figura 6 que mostra um esquema da
primeira montagem do sistema BIA. Assim, o sistema consiste em uma célula de
acrilico, em que o eletrodo de trabalho (A) é fixado na base da célula. A ponteira
da micropipeta (D) é fixada no orificio da tampa da célula em posicao oposta ao
eletrodo de trabalho, de modo que as inje¢cdes sejam feitas com a mesma
distancia entre a ponteira e a superficie do eletrodo. Na tampa superior da célula,
ha outros dois orificios para acomodacédo dos eletrodos de referéncia (C) e
auxiliar (B). O orificio (E) foi utilizado para insergao do eletrélito suporte, que foi
mantido sob agitagéo (F), além de um ponto de drenagem (G) na base da célula
(HASSO; SVORC, 2022; WANG; TAHA, 1991).
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Figura 6. Diagrama esquematico da primeira célula BIA proposta por Wang e
Taha em 1991, sendo (A) eletrodo de trabalho, (B) eletrodo auxiliar, (C) eletrodo
de referéncia, (D) ponteira da micropipeta, (E) orificio para introdugdo do
eletrélito suporte, (F) barra magnética e (G) ponto de drenagem.
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Fonte: Adaptado de (WANG; TAHA, 1991).

Similar ao sistema FIA, a passagem do analito pela superficie do eletrodo
resulta em um sinal transiente (pico), o qual se obtém uma reposta proporcional
de altura de pico de acordo com a concentragdo do analito, que pode ser
explicada a cada etapa de injec&o. A Figura 7 representa o processo de injegao
€ aquisicdo da resposta analitica no sistema BIA com deteccao amperométrica.
Assim, no ponto A, observa-se uma corrente constante antes da injegao,
atribuida a corrente gerada a partir do eletrolito suporte, indicando que n&o ha
reacao de transferéncia eletrénica na interface eletrodo/solucao. Apds a injecao,
o analito é transportado por conveccao para a superficie do eletrodo e um rapido
aumento de corrente € observado (B) devido ao processo redox do analito nesta
superficie. A medida que a injegdo é feita, o pico é formado até atingir um platd
(C), no qual permanece por um curto intervalo de tempo. Em seguida, o analito
€ disperso no grande volume de solug¢do presente e ocorre uma queda do sinal
analitico (D) até atingir o equilibrio e a linha de base seja retomada (E). Essa
queda do sinal analitico ao final da inje¢cdo ocorre devido a mudanga do
transporte convectivo para o transporte difusional, sendo que este fenémeno
pode ser acelerado com o uso de agitagdo mecanica ou magnética presente no
interior da célula (HASSO; SVORC, 2022; QUINTINO; ANGNES, 2004;
RESENDE; SILVA; PEREIRA, 2020).
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Figura 7. Representacdo esquematica do processo de injegdo e aquisi¢ao do
sinal analitico no sistema BIA.
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Fonte: Adaptado de (HASSO; SVORC, 2022; RESENDE; SILVA; PEREIRA, 2020).

Assim como em sistemas FIA, o fendmeno de passivagao do eletrodo em
sistema BIA é menor quando comparado com sistemas eletroquimicos
estacionarios, devido ao menor tempo de contato entre o analito e a superficie
do eletrodo de trabalho (QUINTINO; ANGNES, 2004). Além disso, apos a injegao
ocorre uma a alta diluigdo do volume injetado no grande volume de solugéo da
célula, que permite diminuir a contaminacao do eletrodo do eletrodo de trabalho
e a realizagdo de inumeras analises sem que haja alteragdes na linha de base
ou efeito de memédria entre as medidas e, nem a necessidade de manipulacao
dos eletrodos e lavagem da célula utilizada (RESENDE; SILVA; PEREIRA,
2020).

Nos primeiros estudos, a reprodutibilidade dos resultados empregando o
sistema BIA era mais baixo, em parte devido ao uso de pipetas manuais. Assim,
a precisao das analises dependia da habilidade do operador em garantir a
consisténcia na velocidade de injegdo. Com a evolugdo da instrumentagéo
analitica, a introdug¢ao das micropipetas eletronicas com volume e velocidade de
injecdo programadas possibilitou uma grande melhoria dos resultados obtidos.
E importante ressaltar que estes parametros (volume e velocidade de injec&o)
devem ser otimizados (QUINTINO; ANGNES, 2004; RESENDE; SILVA;
PEREIRA, 2020). No entanto, devido ao custo elevado das micropipetas

eletrénicas, estas ndo sao facilmente encontradas em laboratérios de pesquisa,
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podendo ser substituida por seringas manuais ou pipetas comuns. Nesses
casos, para corrigir eventuais erros de variagao de volume e velocidade de
injecdo, o uso de um padréo interno € necessario (GIMENES et al., 2012).

Ambos os sistemas BIA e FIA apresentam vantagens como rapidez,
simplicidade, boa repetibilidade e sensibilidade, além de possibilitar trabalhar
com baixos volumes de amostra e reagentes. Entretanto, o sistema BIA, quando
comparado ao FIA, apresenta algumas limitacbes em procedimentos de
derivatizacdo e pré-tratamentos ou diluicbes on-line da amostra, além das
possibilidades de automatizacdo serem limitadas (HASSO; SVORC, 2022;
QUINTINO; ANGNES, 2004; STEFANO et al., 2016).

Apesar dessas limitagcbes quando comparado aos sistemas FIA, o
sucesso crescente dos sistemas BIA consiste em alguns fatores, como: o
principio hidrodindmico da célula eletroquimica e seu arranjo “wall-jet’;
possibilidade de inje¢des consecutivas da amostra e sem necessidade de
diluicao prévia, uma vez que a forga idnica da solugao se mantém praticamente
inalterada, pois um pequeno volume de amostra € injetado em um grande volume
de eletrdlito suporte; menor geracao de residuos. Além disso, ao contrario do
FIA, o sistema BIA elimina alguns problemas relacionados aos sistemas de
fluxos como, por exemplo, uso de bombas e valvulas, visto que esses
equipamentos possuem um custo elevado e ainda geram ruidos, bolhas e, em
alguns casos, vazamentos constantes (HASSO; SVORC, 2022; RESENDE;
SILVA; PEREIRA, 2020; TORMIN et al., 2014; WANG; CHEN, 1994).

O sistema BIA também apresenta menor problema com lixiviagdo do
material usado como modificador na superficie do eletrodo e/ou do analito como
geralmente ocorre no sistema FIA, devido a auséncia de solugdes carregadoras
em tempo integral, o que também contribui para a melhora da sensibilidade da
analise ja que ha um menor efeito de dispersao da amostra. A simplificacao e a
robustez dos equipamentos, aliadas a facilidade de desenvolvimento de métodos
analiticos portateis, possibilitam a criagdo de procedimentos que podem ser
usados para analises em campo ou no local especifico de interesse (HASSO;
SVORC, 2022; RESENDE; SILVA; PEREIRA, 2020; TORMIN et al., 2014;
WANG; CHEN, 1994).

A literatura reporta a associagao do sistema BIA com diferentes técnicas

de deteccao, tais como calorimétricas, espectrofotométricas, potenciométricas,
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voltamétricas e amperométricas. Assim como para o FIA, a amperometria é a
técnica eletroquimica de maior associagao com o BIA para a determinagao de
uma ampla variedade de analitos e em diferentes tipos de amostra (RESENDE;
SILVA; PEREIRA, 2020). Para a determinagéo de tetraciclinas, segundo nossas
pesquisas, ha apenas dois trabalhos que empregam o sistema BIA em seus
estudos.

No trabalho feito Faria e colaboradores (FARIA et al., 2019), os autores
fazem uma comparagéo entre os métodos desenvolvidos usando um eletrodo
modificado de éxido de grafeno reduzido (rGO) associados aos sistemas BIA e
FIA para a determinacdo de TC em amostras de leite e formulacdes
farmacéuticas. Ambos os métodos analiticos desenvolvidos apresentaram alta
precisdo, baixo LD, sendo de 1,17 mmol L' para o FIA e 0,038 mmol L' para o
BIA, além de elevada frequéncia analitica e, precisao e exatidao adequada. No
entanto, o meétodo desenvolvido com o sistema BIA proporcionou maior
sensibilidade e menor LD quando comparado ao método desenvolvido com o
sistema FIA. Os autores atribuem os melhores resultados do método com BIA
principalmente a alta velocidade de inje¢ao do sistema.

Ja no trabalho recentemente publicado por Lopes e colaboradores
(LOPES et al., 2023), os autores fabricaram eletrodos de grafite e acido polilatico
(Gr-PLA) impressos em 3D e acoplaram estes eletrodos no sistema BIA com
deteccdo amperométrica para determinacdo de tetraciclina em amostras
farmacéuticas, agua de torneira e leite. Para diminuir problemas de efeito de
memoria durante as analises, os autores empregaram agitacao e aplicacao de
potencial adicional como estratégia, o que conferiu desempenho analitico
adequado ao método. O método desenvolvido por eles apresentou faixa linear
de 0,5-50 ymol L' e um LD de 0,19 uymol L', apresentando valores de

recuperagao nas amostras na faixa de 92 a 117%.
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3 OBJETIVO

Sintetizar, caracterizar e avaliar o desempenho do poli(1-(3-isopropifenil)-
a,a-dimetilamina) (IPDMBA-MIP) como material adsorvente em extracdo em
fase solida (SPE) para a pré-concentragdo de Tetraciclina (TC) com posterior
detecgéo eletroquimica em sistema de injecdo em batelada (BIA), empregando
um sensor eletroquimico modificado em nanoparticulas de ouro (AuNPs),

visando aplicagdo do método em amostras de leite.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito e concentragcdo das AuNPs utilizadas para a modificacédo
do eletrodo, bem como o potencial de oxidacdo da TC no eletrodo
modificado usado no sistema BIA;

e Otimizar os parametros do sistema BIA, como velocidade e volume de
injecao;

e Avaliar o desempenho analitico do sensor;

e Sintetizar o polimero impresso via estratégia semi-covalente com
tetraciclina utilizando o IPDMBI como monémero funcional para a ligagéo
covalente;

e Caracterizar o IPDMBA-MIP sintetizado empregando as técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho, andlise termogravimétrica,
microscopia eletronica de varredura e fisiossorgdo de gas N2 a 77 K;

e Avaliar o efeito do pH na adsor¢édo de TC no IPDMBA-MIP em meio
aquoso;

e Avaliar a capacidade de adsor¢éo do IPDMBA-MIP por meio de modelos
cinéticos e isotermas de adsorcéio;

e Avaliar o efeito de impressao do polimero sintetizado em relagdo ao
material controle IPDMBA-NIP (polimero sintetizado na auséncia da
molécula molde);

e Avaliar o desempenho do IPDMBA-MIP como adsorvente para pré-
concentracdo de TC em meio aquoso;

e Aplicar o método desenvolvido em amostras de leite.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados neste trabalho foram de grau analitico ou
HPLC. Tetraciclina.HCI (TC, 298,0 %), clorotetraciclina.HCI (CTC, = 98,0 %),
oxitetraciclina (OTC, = 98,0 %), acido tetracloroaurico trildratado (HAuCl4.3H20,
299,9 %), isocianato de 3-isopropenil-a,a-dimetilbenzil (IPDMBI, 295,0 %),
Tetrahidrofurano (THF, 299,0 %), Etilenoglicol Dimetacrilato (EGDMA, 298,0 %),
2,2’-azobisisobutironitrila  (AIBN, 298,0 %), hexacianoferrato de potassio
(KaFe(CN)s, 299,0 %), acido oxalico (HO2CCO2zH, 298,0 %) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA) e utilizados sem purificagdo prévia. Metanol
(MeOH, 299,9 %) foi adquirido da Panreac® (Barcelona, Espanha) enquanto
dimetilsulfoxido (DMSO, 299,0 %) foi adquirido da Synth (Diadema, Brasil) e
acetonitrila (ACN, 299,0 %) da J. T. Baker®. A solugéo de tamp3o fosfato (H2PO4
/H2P0O4%) foi preparada a partir do sal fosfato de sodio monobasico
(NaH2P04.H20, 299,0 %) adquirido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA). Acido
borico (H3BOs3, 299,5 %, Sigma-Aldrich), acido acético (HAc, 299,8 %, Sigma-
Aldrich) e acido fosforico (HsPOa4, 285,0 %, Merck®) foram usados para o preparo
do tampao Britton-Robinson (BR) pela mistura de volumes apropriados da
solugao padréo de cada componente e, o pH final da solugao foi ajustado com
NaOH 50,0 % (m/v), de acordo com o desejado. O tampao EDTA-Mcllvaine 0,1
mol L' foi preparado a partir da mistura de 334 mL de solugdo de acido citrico
0,1 mol L' e 209 mL de uma solugéo de hidrogeno fosfato de sddio 0,2 mol L-"
(pH 4,0 ajustado com NaOH ou HCI, quando necessario), e entdo dissolugao de
20,17 g de acido etilenodiamino acético nesta solugdo. Todas as solugdes
utilizadas neste estudo foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm)
proveniente do sistema ELGA® PURELAB Maxima (Woodridge, IL, USA). Para
evitar qualquer risco de contaminagao, todas as vidrarias e plasticos utilizadas
para o desenvolvimento deste trabalho foram mantidas em solu¢gdo de HNO3 10

% (v/v) por 24 horas e depois lavadas com agua deionizada antes do uso.
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4.2 INSTRUMENTACAO

Foram utilizadas micropipetas volumeétricas de volumes variaveis com
capacidade maxima de 20, 50, 200, 1000 e 5000 pL, sendo que todas continham
ponteiras descartaveis de polietileno. Todas as pesagens foram feitas utilizando
balanga analitica (Marte, Modelo AY220), com preciséo de + 0,1 mg. As medidas
de pH das solugdes foram feitas com um pHmetro Metronm® pH827 lab digital
(Herisau, Switzerland). Para separagao das fases em solugdo, uma centrifuga
QUIMIS® modelo 0222T2 (Diadema, Sao Paulo, Brasil) foi utilizada.

As medidas eletroquimicas envolvendo TCs foram realizadas
empregando um potenciostato/galvanostato Palm Instruments BV® PalmSens
(Houten, Netherlands), controlado pelo software Palm Instruments BV® PSTrace
5.3 (Houten, Netherlands) e equipado com um cabo conector para conectar o
eletrodo impresso ao potenciostato. Todos os experimentos foram realizados
utilizando eletrodos impressos de carbono (SPCEs) comerciais, consistindo de
um arranjo em que os trés eletrodos estdo depositados em uma mesma placa
de ceramica de alumina, modelo DRP-110CNT da DropSens (Oviedo, Espanha)
A placa com dimensdes de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm apresenta um disco de 4 mm de
didmetro (area geométrica) composto de tinta de carbono como eletrodo de
trabalho (ET), um contra eletrodo (CE) de tinta de carbono e um eletrodo pseudo-
referéncia de prata como eletrodo de referéncia (ER), conforme Figura 8.

Figura 8. Imagem de um eletrodo impresso de carbono com a descri¢gdo de seus
componentes.

Contra eletrodo
Eletrodo de trabalho

T Eletrodo de referéncia

Conexao do contra €———
eletrodo T Conex3o do eletrodo
de referéncia

Conexao do eletrodo
de trabalho

Fonte: Adpatado de (METROHM DROPSENS, [s.d.])

Nas medidas voltamétricas estacionarias com o SPCE modificado com
AuNPs (AuNPs/SPCE) foi utilizado uma célula eletroquimica de vidro, com
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capacidade para 15,0 mL equipada com uma tampa de Teflon®, conforme mostra
a Figura 9. Foi empregado um sistema de agitacdo inserindo-se uma barra
magnética dentro da célula, além de um agitador magnético (Modelo 751,
Fisatom®, Sao Paulo, Brasil).

Figura 9. Representacdo esquematica do sistema eletroquimico utilizado nas
medidas voltamétricas estacionarias.

Fonte: A prépria autora.

Para as medidas eletroquimicas dinamicas com o sistema BIA, utilizou-se
uma célula de polipropileno, em formato cilindrico com capacidade de 150,0 mL,
com dimensdes de 8,0 cm de diametro interno e 6,0 cm de altura. Uma tampa
também de polipropileno foi firmemente encaixada no topo do cilindro, e um
orificio central foi feito na tampa e na base da célula. O AuNPs/SPCE é
posicionado na base da célula com o auxilio de um O-ring (anel de borracha)
que limita a regido dos trés eletrodos (ET, CE e pseudo-ER) em contato com o
eletrélito suporte e evita vazamentos. No orificio central da tampa da célula é
feito a insercdo da micropipeta eletrbnica para injecao das solugdes, a qual é
posicionada em uma configuracdo “wall-jet” (em oposicdo) a superficie do
eletrodo, com uma distancia de 2 mm entre a ponteira e a superficie do eletrodo,
conforme Figura 10. Injecbes de solugdes padrbes ou amostras foram feitas
empregando uma micropipeta eletrénica Eppendorf® Multipippete E3, a qual
permite injegbes de 10,0 a 700,0 yL, usando uma ponteira do tipo Combitip® de
1,0 mL, em uma velocidade de injegdo programavel de 15,5 a 403,2 uL s™' (tendo
8 tipos de speed). Todos os experimentos foram realizados em temperatura

ambiente.



77

Figura 10. (A) Fotos dos componentes e (B) representacao esquematica do
sistema BIA empregado nesta tese.

Micropipeta
eletronica

Sistema
BIA

AuNPs/SPCE

W a

(A)

(B)

Fonte: A prépria autora.

Andlises cromatograficas foram realizadas a fim de identificar quais
antibidticos tetraciclicos presentes nas amostras. Para isso, foi empregado um
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu LC-20AD/T LPGE KIT com
detector de arranjo de diodos (DAD) (Téquio, Japao) equipado com uma coluna
cromatografica Kinetex core-shell C18 (Phenomenex®, 250 mm x 4,6 mm de
didmetro, tamanho de particula de 5 pm), protegida por uma coluna guarda
(Phenomenex®, 4,0 mm x 3,0 mm, tamanho de particulas de 5 ym), operando

isocraticamente a temperatura de 40 °C, com injegdo manual de 20 pL e fluxo de
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1,0 mL mim™'. A fase mével constituiu-se de acido oxalico 0,01 mol L' e ACN

(77,5:22,5; viv). O comprimento de onda para detecgéao foi fixado em 360 nm.

4.3 MODIFICACAO DO ELETRODO IMPRESSO DE CARBONO COM AS
NANOPARTICULAS DE OURO, CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA E OTIMIZACAO
DOS PARAMETROS DO SISTEMA BIA

As AuNPs foram eletrodepositadas na superficie do SPCE por voltametria
ciclica (Cyclic voltammetry, CV), em uma janela de potencial de 0,0 a 1,1 V com
velocidade de varredura de 50,0 mV s por 10 ciclos, usando 4,0 mmol L' de
HAuCl4.3H20 em KCI 0,1 mol L' (DEVKOTA et al., 2018).

A area eletroativa dos eletrodos SPCE ndo modificado e AuNPs/SPCE
foram determinadas empregando CV com base na Equacdo de Randles-Sevick
(Equacado (1)) utilizando uma solugdo de hexacianoferrato de potassio
(KsFe(CN)e) 1,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L' (ASADOLLAHI-BABOLI; MANI-
VARNOSFADERANI, 2014).

1p=(2,69x10%) n%2 AD.2 Cy v'/2 Equagéo (1)
em que Ip é a corrente de pico anddica e catddica (A), A é a area eletroativa do
eletrodo (cm?), n é o nuimero de elétrons envolvidos na reagdo redox do
[Fe(CN)e]¥4 (1), Co é a concentragdo da solugéo de KsFe(CN)s (1,0 pmol cm3),
v'2 é a raiz quadrada da velocidade de varredura (V s') e Do é o coeficiente
difusional (7,60x10°¢ cm? s') (BARD; FAULKNER, 1980; KONOPKA;
MCDUFFIE, 1970; ROCHA et al., 2020). Assim, variou-se a velocidade de
varredura (VV) de 10,0 a 100,0 mV s™', e a partir da relagao linear entre a raiz
quadrada da velocidade de varredura e a corrente, foi possivel determinar a area
eletroativa de ambos os eletrodos.

Os experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)
foram realizadas usando um potenciostato/galvanostato Palm Instruments BV®
PalmSens (Houten, Netherlands) e um notebook com o software Palm
Instruments BV® PSTrace 4.4 (Houten, Netherlands), com uma solugéo de
K4Fe(CN)s) 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L. As medidas foram feitas com

variagao de frequéncia de 100,0 KHz a 10,0 mHz, com potencial de 105,0 mV,
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correspondente ao potencial de meia onda calculado para sonda [Fe(CN)e]®, e
amplitude de potencial de 10,0 mV.

Estudos iniciais do comportamento voltamétrico da TC foram feitos
utilizando CV em uma janela de potencial de 0,0 a 1,4 V, com uma velocidade
de varredura de 100,0 mV s' em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5) como
eletrélito suporte. O efeito do pH do eletrélito suporte, 2,5 a 7,5, foi estudado
usando tamp3o fosfato 0,1 mol L-"usando CVde 0,0a 1,2 V.

Os parametros relacionados ao sistema BIA com detec¢do amperométrica
(BIA-AD), incluindo potencial de oxidagdo, volume injetado e velocidade de
injecao foram otimizados. O potencial de oxidacao foi estudado de 0,5a 1,4 V.
O volume de injecao foi estudado de 10 a 700 pL, enquanto a velocidade de
injecao foi estudada de 15,5 a 403,2 uL s'. Os estudos foram realizados usando
uma solugédo padrao de 50 ymol L' de TC em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH
2,5). Cabe salientar que, a escolha de cada parametro do sistema BIA-AD foi
pautada na melhor resposta analitica em termos de corrente (MA) em um estudo

univariado.

4.4 SINTESE DO MIP E NIP

Primeiramente, foi realizado a sintese do composto TC-IPDMBI, tendo
como finalidade a formagdo de um complexo entre a molécula molde (TC) e
mondmero funcional (IPDMBI), segundo procedimento sugerido por Ki e Chang
(KI; CHANG, 2006) com algumas modificagdes. Assim, 2,0 mmol (0,96 g) de TC
(MM) foram dissolvidos em 10,0 mL de DMSO em um bal&do de fundo redondo
de 150,0 mL. A mistura foi mantida em ultrassom por 30 segundos para completa
dissolugdo. Em seguida, foram adicionados 2,0 mmol (420,0 uL) de IPDMBI e
30,0 mL de THF. O frasco foi selado e mantido em banho de dleo por 24 horas
a 70 °C. Posteriormente, os solventes foram evaporados em chapa de
aquecimento a 55 °C e um liquido viscoso foi obtido. A Figura 11 apresenta as
etapas da sintese e uma representacéo esquematica da ligagcao TC-IPDMBI.
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Figura 11. (A) Esquema representativo da sintese e (B) Proposta de reagao para
formacgao do complexo TC-IPDMBI.

— T LT W =
) \‘\ ‘\ Ve
DMSQ & TRF Aquecimento a Evaporacéo dos TC-IPDMBI
70°C por 24 solventes

horas

TC-IPDMBI

(B)

Fonte: A prépria autora.

Para a sintese do MIP foi empregada a polimerizagdo por precipitagao,
em que 0,8 g do produto TC-IPDMBI foi dissolvido em 10,0 mL de ACN em um
baldo de fundo redondo de 100,0 mL. Em seguida, foram adicionados 25,0 mmol
(4,81 mL) do agente de ligacao cruzada EGDMA, 50,0 mg do iniciador radicalar
AIBN e 20,0 mL de ACN. Agitou-se manualmente a mistura e gas nitrogénio foi
borbulhado na solucéo por 10 minutos. O frasco foi entdo selado e mantido em
banho de 6leo por 24 horas a 60 °C sob agitacdo magnética. O material
polimérico obtido denominado TC-IPDMBI-MIP foi filtrado a vacuo, lavado com
etanol e agua ultrapura e depois seco em estufa a 60 °C por 48 horas. O polimero

foi macerado, peneirado e com as particulas entre 106-150 pm foi feita a
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clivagem para extragdo da molécula molde (TC) com uma solugdo mista de
DMSO e agua 5:1 (v/v), aquecida a 160 °C durante 8 horas. O produto obtido
denominado IPDMBA-MIP foi novamente filtrado a vacuo e lavado com etanol e
agua ultrapura e depois seco em estufa a 60 °C por 48 horas. O polimero controle
(NIP) foi preparado pelo mesmo procedimento, sem a etapa de ligagao entre a
MM e o MF, adicionando apenas o IPDMBI e assim, obtendo-se um p6 branco
como produto final (IPDMBA-NIP). A representagao esquematica da sintese e
possivel estrutura do polimero IPDMBA-MIP esta apresentada na Figura 12.

Figura 12. (A) Representagdo esquematica do processo de sintese e (B)
estrutura do polimero IPDMBA-MIP.
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Fonte: A prépria autora.

4.5 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

O polimero impresso com TC (TC-IPDMBA-MIP), o polimero apos a
remocao da TC (IPDMBA-MIP) e o polimero controle (IPDMBA-NIP) foram
caracterizados a fim de se compreender os diferentes aspectos relacionados ao
processo de polimerizacdo e seus efeitos nas propriedades térmicas,

morfoldgicas, texturais, entre outros, desses materiais.

4.5.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FT-IR)

A fim de avaliar qualitativamente os principais grupos funcionais presentes
nos materiais sintetizados e seus precursores, foram obtidos espectros de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), empregando um
espectrofotdbmetro infravermelho moédulo ATR (Reflexdao Total Atenuada)
acoplado do modelo Bruker® Vertex 70 com acessorio de refletdncia Platinum
ATR. Os espectros foram obtidos no intervalo de 400 cm' a 4000 cm-!, com

resolugdo de 4 cm™ e usando 16 scans. As andlises foram realizadas no
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Laboratério de Quimica Prébidtica (LQP) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

4.5.2 Analise textural por Fisissor¢gao de Gas N2 a 77 K

Os materiais poliméricos foram caracterizados quanto as suas
propriedades texturais como area superficial especifica, diametro médio e
volume total dos poros. Tais propriedades foram calculadas por meio de
isotermas de sorgdo fisica de gas nitrogénio a 77 K, empregando um
equipamento Quantachrome® Nova 1200e (Boyton Beach, FL, USA). Para estas
analises, 100,0 mg dos materiais foram aquecidos a 120 °C durante 4 horas sob
vacuo para eliminacdo de agua adsorvida. Posteriormente, foi realizado o
processo de adsorcdo e dessorgdo de gas nitrogénio. O modelo matematico
multipontos BET (Brunauer, Emmet e Teller) foi usado para calcular a area
superficial especifica, e 0 modelo BJH (Barret, Joyner, Halenda) foi usado para
determinar o didametro médio e volume total dos poros. Cabe salientar que todos
os valores foram calculados a partir da massa seca dos materiais. As analises
foram realizadas no Laboratério Multiusuarios do Departamento de Quimica da
UEL.

3.5.3 Analise Morfologica

Caracteristicas morfolégicas dos materiais sintetizados foram avaliadas
por microscopia eletronica de varredura empregando um microscopio eletronico
de varredura (MEV) Philips® FEI Quanta-200 (FEI Company, Scientific and
Technical Instruments, Oregon, USA). Para estas analises, as amostras foram
dispersas em fita dupla face de carbono e revestidos com uma fina camada de
ouro de 30 nm utilizando o equipamento Bal-Tec Med 020 Sputtern Coatter
Leica® (Wetzlar, Alemanha). As analises foram realizadas no Laboratério de

Microscopia Eletrénica e Microanalises (LMEM) na Central Multiusuaria da UEL.
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3.5.4 Analise Térmica

A analise termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTG) permitem avaliar
a estabilidade térmica dos materiais poliméricos. Assim, aproximadamente 10,0
mg de cada polimero foram submetidos a aquecimento que variou de 30 °C até
900 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min-' em atmosfera de nitrogénio
com vaz&o de 20 mL min-', empregando o equipamento PerkinElmer® TGA 4000
(Massachusetts, USA). As analises foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia (LABSPEC), na Central Multiusuaria da UEL.

3.5.5 Analise Elementar

A porcentagem molar de carbono, hidrogénio e nitrogénio presente nos
polimeros foi determinada usando um Analisador Elementar Perkin Elmer® 2400
Series Il (Perkin Elmer,Shelton, CT, EUA). As anadlises foram realizadas no

Laboratério Multiusuarios do Departamento de Quimica da UEL.

4.6 EFEITO DO PH NA ADSORCAO DE TETRACICLINA

A influéncia do pH na adsor¢do de TC no material IPDMBA-MIP foi
estudada na faixa de pH de 3,0 a 9,0, os quais foram ajustados com solug¢des de
HCI (0,01 e 0,1 mol L") e NaOH (0,01 e 0,1 mol L"). O estudo foi realizado
também utilizando tampdo BR 0,01 mol L'. Em um tubo Falcon®, foram
adicionados 10,0 mg do material IPDMBA-MIP e 10,0 mL de uma solugéo de TC
100,0 pmol L' em diferentes valores de pH (na presenga e na auséncia de
tampao), o qual foi agitado por 2 minutos em sistema auxiliado por vortex. Os
experimentos foram conduzidos em temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente, a solugédo foi centrifugada a 3200 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi filtrado em membrana de PTFE 0,45 um e injetados diretamente
no sistema BIA-AD, em que 200 yL de cada amostra foram injetados a uma
velocidade de injegcdo de 123 pL s™!, com um potencial de aplicagdo de 1,2 V em
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5). O valor reportado para este estudo

corresponde a média de n=3 com seu respectivo DP.
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4.7 PONTO DE CARGA ZERO (PC2Z)

Para este estudo, seguiu-se a metodologia empregada por Suquila e
colaboradores (2018) com algumas modificagdes (SUQUILA; OLIVEIRA;
TARLEY, 2018). Assim, 20,0 mg de material (IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP)
foram pesados e adicionados em um tubo falcon de 15,0 mL. Aos tubos, foram
adicionados 10,0 mL de uma solugdo de KCI 0,1 mol L' em diferentes valores
de pH, em uma faixa de 3,00 a 12,00, ajustados com solugdes de HCI e NaOH
0,01 mol L'. Os tubos foram mantidos em agitagcdo por 24 horas. Apos este
periodo, novamente foi feita a leitura do pH da solugao. A determinagao do pHpcz
€ dada pela diferenca entre a quantidade de ions H* ou OH- adsorvidos pelos
materiais a partir da diferenga entre o pH inicial e final da solugdo de KCI 0,1 mol
L' (BABIC et al., 1999; CARNEIRO et al., 2013). Assim, construiu-se graficos de
pHinicial versus pHsinal para cada material, sendo o pHpcz o valor no qual o pHfinai
se mantém constante independentemente do pHinicial, OU seja, valor no qual a
superficie do material se comporta como tampdo (FREITAS; CAMARA;
MARTINS, 2015; GUILARDUCI et al., 2006). O valor reportado para este estudo

corresponde a média de n=3 com seu respectivo desvio padréao (DP).

4.8 CINETICA DE ADSORCAO DA TETRACICLINA

Estudos em batelada foram realizados para avaliar o efeito do tempo de
contato no qual a TC atinge o equilibrio no processo adsortivo nos polimeros
IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP. Para tanto, 10,0 mg de polimero foram pesadas e
adicionadas em tubos falcon (15,0 mL). Aos tubos foram adicionados 10,0 mL
de uma solugdo de TC 100,0 ymol L-" em pH 5,0. Os tubos foram agitados em
diferentes tempos variando de 30 s a 60 minutos utilizando um homogeneizador
de solucdo. Em seguida, as misturas foram centrifugadas, filtradas com
membrana de PTFE 0,45 um e injetados no sistema BIA-AD, em que 200 yL de
cada amostra foram injetados a uma velocidade de injegéo de 123 uL s™', com

um potencial de aplicagdo de 1,2 V em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5). A
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quantidade de TC adsorvida (Qt, mg g') nos polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-

NIP foi calculada de acordo com a Equacgao (2):

t
m

em que Qt é a quantidade de analito adsorvido por grama de adsorvente (mg g
1), Cié a concentragao inicial do analito (mg L-') e Cté a concentragao do analito
no sobrenadante (mg L") apds a agitagdo, m é a massa do sorvente (g)e V éo
volume da solugéo (L) utilizado (CASARIN et al., 2018; FREITAS et al., 2019;
PRETE; TARLEY, 2019).

A fim de avaliar o processo de adsorcgao, foi aplicado aos dados cinéticos
os modelos cinéticos nao lineares de pseudo-primeira ordem (PPO) e pseudo-
segunda ordem (PSO) e os modelos lineares de Elovich e difusdo intraparticula
(LI; ZHANG, 2013; MA et al., 2019; PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009;
WU; TSENG; JUANG, 2009a; YU; MA; HAN, 2014; ZANG et al., 2019).

O modelo nao linear de pseudo-primeira ordem (PPO), também conhecido
como modelo de Langergen, pressupde que a taxa de adsorgéo € proporcional
ao numero de sitios ativos livres presente no material adsorvente e a diferencga
da concentracdo de saturagdo. Assim, com este modelo admite-se uma
homogeneidade de energia dos sitios ativos, podendo predizer que o adsorvato
liga-se apenas a um sitio ativo na superficie do adsorvente, por um processo de
fisissorcdo (PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009). Normalmente, o
modelo de PPO ajusta-se melhor a tempos iniciais de adsorgéo, pois assume-se
que no inicio da adsorgao ha uma quantidade de sitios ativos livres maior que no
equilibrio (NASCIMENTO et al., 2020; OLIVEIRA; SEGATELLI; TARLEY, 2016;
PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009). O modelo cinético nao linear de
PPO é descrito pela Equacéo (3), bem como sua forma linearizada representada
pela Equacéao (4) .(LAGERGREN, 1898):

Qe = Q. (1—eft) Equagao (3)

ky
2,303

em que Qe (mg g') e Qt (mg g'') sdo a quantidade de adsorvato adsorvidas por

log(Q. — Q¢) = logQ, — t Equagéo (4)

grama de adsorvente no equilibrio e no tempo t, respectivamente, e ki1 € a

constante da taxa de sorgdo de pseudo-primeira ordem (min-1).
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O modelo cinético ndo linear de pseudo-segunda ordem (PSO) abrange o
comportamento do processo cinético em toda a faixa de tempo de contato,
considerando a quimissorgdo como etapa limitante do processo. O modelo de
PSO considera que a velocidade de ocupacdo dos sitios de adsorcéo é
proporcional ao quadrado de sitios ativos, além de admitir que os sitios ativos
possuem diferentes energias de adsor¢ao (HO; MCKAY, 1999; MA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020; PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009). O
modelo cinético n&o linear de PSO é descrito pela Equagéo (5) e pela forma

linearizada (Equacéo (6)):

Qlr,t .
=z Equacéao (5)
= 0.+ D)
el Equagio (6)

Q k208 Qe
em que, Qe (mg g') e Qt (mg g') sdo a quantidade de adsorvato sorvidas por
grama de adsorvente no equilibrio e no tempo t, respectivamente, e k2 é a
constante da taxa de sorgdo de pseudo-segunda ordem (g mg~' min™).

O modelo linear de Elovich considera que a superficie do material é
energicamente heterogénea, sendo complementar ao modelo de PSO. Este
modelo caracteriza-se por descrever a cinética de adsor¢cdo em duas etapas, em
que a etapa rapida esta relacionada com a quantidade de sitios ativos livres, pois
nos primeiros tempos de contato a adsorgdo ocorre rapidamente na camada
externa do adsorvente, enquanto a etapa lenta refere-se a processos de difusao
do analito para o interior e exterior dos poros do adsorvente (AZIZIAN, 2004;
NASCIMENTO et al., 2020; QIU et al., 2009; WU; TSENG; JUANG, 2009b). O

modelo de Elovich pode ser representado pela Equacéo (7):

Q= %ln(a:ﬁ) + %lnt Equagao (7)

em que a representa a taxa de adsorgéo inicial (mg g' min-'), B € a constante
relacionada com a extensdo da superficie e a energia de ativagdo (g mg™') e Qt
(mg g') é a quantidade de adsorvato sorvida por grama de adsorvente no tempo
t.

O modelo cinético de difusao intraparticula assume que a etapa limitante
da taxa de adsorgao é dada pela difusdo interna, pois esta é considerada lenta

frente as demais etapas. Geralmente, este modelo apresenta uma
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multilinearidade, indicando que diferentes processos de adsor¢gdo podem estar
ocorrendo no material, pois em uma primeira etapa tem-se o adsorvato
difundindo-se da solugédo para a camada externa do adsorvente, seguido por
uma difusdo intraparticula que seria a etapa limitante e por fim, a ultima etapa
demonstrando a fase de equilibrio do processo (CLAUSEN; PIRES; TARLEY,
2014; NASCIMENTO et al., 2020; NAZARI; ABOLGHASEMI; ESMAIELI, 2016;
OLIVEIRA; SEGATELLI; TARLEY, 2016). O modelo de difusdo intraparticula,
descrito em um unico estagio, € expresso pela Equacgao (8):

Q; = kidtl/z +C Equacao (8)
em que kid é a constante de difusdo intraparticula (mol g' min'2) e C a espessura
da camada limite (mg g'). A partir desse modelo, pode-se inferir ainda que além
da difusao intraparticula, outros processos também controlam a velocidade de
sorgao (NASCIMENTO et al.,, 2020; PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA,
2009).

4.9 ISOTERMAS DE ADSORCAO DA TETRACICLINA

As isotermas de adsorcao foram construidas a partir de experimentos em
batelada. Assim, aos tubos falcon (15,0 mL) foram adicionadas 10,0 mg de
polimero (IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP) e 10,0 mL de solugdo de TC com
concentragdes que variaram de 10,0 a 3000,0 umol L' (4,44 mgL'a 1,33 g L")
em pH 5,0. Os tubos foram agitados durante 15 minutos utilizando um
homogeneizador de solugdo. Em seguida, as misturas foram centrifugadas, e os
sobrenadantes foram filtrados com membrana de PTFE 0,45 uym e injetados no
sistema BIA-AD em que 200,0 uL de cada amostra foram injetados a uma
velocidade de injecdo de 123 pL s™!, com um potencial de aplicagdo de 1,2 V em
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5). Os dados experimentais foram ajustados
aos modelos nao lineares de Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freundlich para
um e dois sitios de interacédo, descritos a seguir (BERGMANN; MACHADO,
2015; CASARIN et al., 2018; PRETE et al., 2019). A quantidade de TC adsorvida

em cada material foi calculada de acordo com a Equacéo (9):
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_ (Ci—C)xV

. Equacgéao (9)
m

em que Qt é a quantidade de analito adsorvido por grama de adsorvente (mg g-
1), Cié a concentragao inicial do analito (mg L-') e Cté a concentragao do analito
no sobrenadante (mg L-') apds a agitagdo, m é a massa do sorvente (g)e V éo
volume da solugéo (L) utilizado (CASARIN et al., 2018; FREITAS et al., 2019;
PRETE; TARLEY, 2019).

O modelo de Langmuir, um dos mais utilizados para representar
processos adsortivos, confere os pressupostos de que a adsor¢do maxima
ocorra em monocamada com saturacdo da superficie do adsorvente. Assim, o
modelo assume a existéncia de um numero fixo e energicamente equivalentes
de sitios especificos de adsor¢ao e, em cada um destes sitios apenas uma
molécula é adsorvida, ndo havendo assim, interagdo entre as moléculas
adsorvidas (BERGMANN; MACHADO, 2015; CASARIN et al., 2018;
LANGMUIR, 1918; PRETE et al., 2019). A Equacéo (10) representa o modelo de
Langmuir:

K, xbxCeq
¢ (1+ K xCup)

Equacéo (10)

em que KL (L mg™') é a constante de Lagmuir relacionada com a afinidade
adsorvato-adsorvente, b (mg g') é a capacidade maxima de adsorgédo ou
numero de sitios disponiveis na monocamada do adsorvente e Qe (mg g-') e Ceq
(mg L") representam a concentragdo em equilibrio na fase solida e liquida,
respectivamente.

O modelo de Freundlich considera a formagao de multiplas camadas com
uma distribuigdo ndo uniforme de adsor¢do. Logo, o modelo sugere que a
superficie do adsorvato é energicamente heterogénea e que a adsorgao ocorre
em multiplas camadas. Além disso, assume que a concentracdo do adsorvato
na superficie do adsorvente aumenta com o aumento da concentragcdo do
adsorvato e permite interagdes entre as moléculas adsorvidas (AGARRY;
OGUNLEYE, 2014; BERGMANN; MACHADO, 2015; CASARIN et al., 2018;
PRETE et al., 2019). O modelo de Freundlich é representado pela Equacgao (11):

Q.= Kpx Celén Equacéo (11)
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em que Qe (mg g') e Ceq (Mg L") representam a concentragdo em equilibrio na
fase sdlida e liquida, respectivamente, Kr (mg™ L) é a constante de Freundlich
que indica a capacidade de adsorgao e n € um parametro empirico relacionado
a heterogeneidade da superficie do adsorvente e com a intensidade de
adsor¢cdo. Uma analise da magnitude do expoente 7/n fornece indicios se a
isoterma é favoravel ou ndo. Assim, valores na faixa de 1 < n < 10 indicam
adsorcao favoravel (AGARRY; OGUNLEYE, 2014; NASCIMENTO et al., 2020).

Dentre os modelos de isotermas mais utilizados, destaca-se também o
modelo hibrido de Langmuir-Freundlich para um e dois sitios de adsorgéo, os
quais predizem que a superficie do material € formada por diferentes sitios de
ligacdo. A combinagdo dos modelos de Langmuir e Freundlich para um sitio,
também conhecido como Equacao de Sips (Equagao (12)), assume que os sitios
sdo energicamente homogéneos. Em baixas concentragdes de adsorvato, esse
modelo se reduz ao de Freundlich, enquanto que em concentragdes elevadas de
adsorvato o modelo prediz uma capacidade de adsor¢do em monocamadas,
caracteristica do modelo de Langmuir (AGARRY; OGUNLEYE, 2014; CASARIN
et al., 2018; PRETE et al., 2019).

O modelo de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢cédo (Equacéao
(13)) assume que o material adsorvente possui sitios de ligagao energicamente
heterogéneos em sua superficie, com maior ou menor afinidade pelo adsorvato,
de modo que em baixas concentragdes, o adsorvato interage com sitios de maior
afinidade, enquanto que em concentragdes elevadas, o adsorvato interage com
os sitios de menor afinidade (BERGMANN; MACHADO, 2015; CASARIN et al.,
2018; PRETE et al., 2019).

_ bx(KxCpp)"
Q=17 (K x Cog)™

Equacéo (12)

by x (Kyx Cog)™ by x (Kp X Ceg)™
T 1+ (Ky x Cog)™ 1+ (Ky x Coq)™

Equacéo (13)

Nas Equagdes 12 e 13, Qe (mg g') e Ceq (Mg L") representam a
concentragéo em equilibrio na fase sélida e liquida, respectivamente, K1e K> (L
mg') refere-se a constante de Langmuir-Freundlich para um ou dois sitios de

ligagéo, bre b2 (mg g') é a capacidade maxima de adsorgdo e n1e n2 é um
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parametro empirico relacionado a heterogeneidade da superficie do adsorvente
e com a intensidade de adsorgao.

Diferentes modelos de isotermas podem concordar, em maior ou menor
extensdo, com os dados experimentais. Parametros que estimam a
concordancia entre os valores experimentais e os preditos podem ser
empregados para avaliar a qualidade dos ajustes. Para tais fins, comumente séo

empregados os parametros de coeficiente de determinagdo (R?) e o qui-
quadrado (x?). Quanto melhor a adequagdo do modelo aos dados experimentais,

ou seja, quanto mais proximo os dados experimentais estiverem dos valores
previsto pelo modelo, melhor sera o ajuste. Assim, quanto mais baixo o valor de
X? € mais proximo de um o valor de R?, mais os dados experimentais se ajustam
ao valor obtido pelo modelo (HO, 2004, 2006; NASCIMENTO et al., 2020).

4 .10 EsTuDO DO EFEITO DE IMPRESSAO QUIMICA

Para avaliar o efeito de impressao quimica do IPDMBA-MIP em relacao a
TC, foram realizados estudos de adsor¢cao em solugdes binarias, contendo o
analito (TC) e a molécula interferente. A impressao para a TC foi estudada frente
a outras substancias como: paracetamol (PAR), sulfametazina (SMZ) e
sulfadiazina (SDZ) e para as moléculas analogas CTC e OTC. Para este estudo,
10,0 mg dos polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP foram pesadas e
adicionadas em tubos falcon (15,0 mL) e agitados por 15 minutos com 5,0 mL de
uma solugao binaria (TC:molécula interferente), ambos na concentragao de 1,0
mg L-'. Posteriormente, a solugédo foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos e
o sobrenadante foi filtrado em membrana de PTFE 0,45 pm e injetados
diretamente no sistema cromatografico.

A partir desse estudo é possivel determinar os coeficientes de distribuicao
(Kd), seletividade (k) e seletividade relativo (k). O coeficiente de distribuicéo (Kd)
€ obtido pela Equacéao (14):

K _ Ci - Cf VS' E ) 14
o Cr ¥ massa polimero quacao (14)

em que, Ci e Cr é a concentracao inicial e a concentracao final no sobrenadante

(mL g), Vs é o volume da solugéo (5,0 mL). Com os valores de Kd é possivel
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calcular o coeficiente de seletividade (k). Este coeficiente é definido como a
razao entre o Kd do analito e o Kd do interferente, nos polimeros IPDMBA-MIP
e IPDMBA-NIP (Equagao (15)). Posteriormente, o coeficiente de seletividade é
definido como a razao entre o k do polimero impresso pelo k do polimero nao

impresso, conforme Equagéao (16).

k i
k = d (analito) Equacéo (15)
kd (interferente)
k:
k' = P2 Equacso (16)

knéo impresso

4.11 SISTEMA DE PRE-CONCENTRACAO E DETERMINACAO DE TC

Para a aplicagdo do método MISPE em condi¢bes otimizadas, 100,0 mg
do IPDMBA-MIP foi usado para preencher um cartucho de SPE de 20,0 mL (14,0
x 1,5 cm d. i.) da Allcrom® com fritz de 20 um (Allcrom®) em cada extremidade.
Previamente, a coluna foi condicionada com agua ultrapura, seguido da
percolagao de 50 mL de solugdo de TC em pH 5,0, com uma vazao de pré-
concentragdo de 15 mL min-'. A TC foi eluida com 3,0 mL de metanol contendo
0,5% de acido acético com uma vazdo de 2 mL min-'. Para propulsdo das
solugdes, foi utilizada uma bomba peristaltica GILSON Minipuls Evolution
(Middleton, Wi, EUA), equipada com tubos Tygon®. O eluato foi evaporado em
chapa de aquecimento a 50 °C, recuperado em 0,7 mL de tampéao fosfato 0,1
mol L' (pH 2,5) e injetado no sistema BIA-AD. Na Figura 13 esta apresentado a

etapa de pré-concentracao off-line com posterior deteccédo no sistema BIA-AD.
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Figura 13. Representagdo do sistema de pré-concentracdo off-line para
tetraciclina com posterior detecgao no sistema BIA-AD.

» Solugao de Tetraciclina
T~ Cartucho SPE

ﬁ/IPDMBA-MIP

Bomba Eluato "
peristaltica =

Fonte: A prépria autora.

4111 Estudo da Massa do Adsorvente IPDMBA-MIP na Adsor¢céao de
Tetraciclina

O cartucho (14,0 x 1,5 cm d. i.) de SPE de 20,0 mL foi preenchido com
diferentes massas do IPDMBA-MIP, a saber 50,0, 100,0 e 200,0 mg. Inicialmente
o cartucho foi condicionado com 10,0 mL de agua ultrapura e, em seguida, foram
percolados 20,0 mL de uma solugdo de 250,0 umol L' de TC em pH 5,0. O

efluente foi recolhido e injetado diretamente no sistema BIA-AD.

4.11.2 Estudo do Solvente de Eluicéo

Para a preparagéao do cartucho de IPDMBA-MIP, 100,0 mg do polimero
foram inseridos em um cartucho de SPE de 20,0 mL (14,0 x 1,5 cm d. i.).
Inicialmente o cartucho foi condicionado com 10,0 mL de agua ultrapura e, em
seguida, foram percolados 20,0 mL de uma solugdo de 250,0 umol L' de TC em
pH 5,0, com vazao de 2,0 mL min-'. Foram avaliados como solventes de eluigéo
MeOH, ACN, acetona e MeOH com HAc 0,5% utilizando aliquotas de 5,0 mL.
Cabe salientar que para analise dos eluatos da coluna, estes foram evaporados
a 50 °C em chapa de aquecimento, recuperados em 5,0 mL de tampao fosfato
0,1 mol L' (pH 2,5) e injetados no sistema BIA-AD.
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4.11.3 Estudo da Vazao e Volume do Solvente de Eluicdo

Em um cartucho de SPE de 20,0 mL (14,0 x 1,5 cm d. i.), 100 mg de
IPDMBA-MIP foram inseridos, condicionado com 10,0 mL de agua ultrapura e,
em seguida, foram percolados 20,0 mL de uma solugéo de 250,0 umol L-' de TC
em pH 5,0, com vaz&o de 2,0 mL min-'. Foram utilizados 5 mL da mistura MeOH
com 0,5% de HAc para eluir o analito adsorvido na coluna. Com o auxilio de uma
bomba peristaltica, vazdes de eluigdo de 0,5 a 5,0 mL min-' foram estudadas.

ApOs a otimizagéo da vazéo do solvente de eluicdo, estudou-se também
o efeito do volume do eluente, variando de 0,5 a 5,0 mL, necessario para uma
eluicdo quantitativa de TC. Cabe salientar que para analise dos eluatos da coluna
de cada estudo, estes foram evaporados a 50 °C em chapa de aquecimento,
recuperados em tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5) e injetados no sistema BIA-
AD.

4.11.4 Estudo da Vazao na pré-Concentracao de Tetraciclina

Para o estudo da vazao de pré-concentragcéo de TC, 100,0 mg do polimero
foram inseridos em um cartucho de SPE de 20,0 mL (14,0 x 1,5 cm d. i.) e
condicionado com 10,0 mL de agua ultrapura e, em seguida, foram percolados
20,0 mL de uma solugdo de 250,0 umol L' de TC em pH 5,0, nas vazdes 2,0;
5,0; 10,0 e 15,0 mL min™'. Foram utilizados 3,0 mL da mistura MeOH com 0,5%
de HAc para eluigdo de TC com vazéo de 2,0 mL min-'. O eluato foi evaporado
a 50 °C em chapa de aquecimento, recuperados em 3,0 mL tampao fosfato 0,1

mol L' (pH 2,5) e injetados no sistema BIA-AD.

4.12 CARACTERISTICAS ANALITICAS DO METODO

O desempenho analitico do método proposto para a pré-concentracao de
TC foi avaliado a partir do calculo de parametros analiticos, tais como linearidade
da curva analitica, limites de deteccdo e quantificagdo (LD e LQ,
respectivamente), fator de pré-concentragcdao (FPC), precisdao e exatidao,
empregando o polimero IPDMBA-MIP no método MISPE off-line com posterior

deteccao em sistema BIA-AD sob as condigbes otimizadas.
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Os limites de deteccgédo (LD, do inglés, Limit of Detection) e quantificagdo
(LQ, do inglés, Limit of Quantification) foram calculados de acordo com a
recomendacao da IUPAC. O LD é definido como a menor concentragao de
analito passivel de ser detectada pelo método proposto, enquanto o LQ é a
menor concentragdo de analito medida com precisdo e exatidao aceitaveis nas
condi¢cdes experimentais. Assim, LD e LQ podem ser calculados segundo as
expressdes LD=(3xDPb/m) e LQ=(10xDPb/m), em que DPb é o desvio padrao
de dez medidas do branco e m €& o coeficiente angular da curva analitica
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003; LONG; WINEFORDNER, 1983).

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade interdia
(n=2) e intradia(n=6) pré-concentrando solugbes de tetraciclina nas
concentragdes de 0,03 e 0,1 umol L' e calculando o desvio padrao relativo
(%DRP) para as medidas. O fator de pré-concentragao (FPC) foi calculado por
meio da razao do coeficiente angular da curva analitica obtida com a etapa de
pré-concentracao e o coeficiente angular da curva analitica sem a etapa de pré-

concentracao.

4.13 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE LEITE

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto em amostras reais,
foram analisadas 4 amostras de leite bovino UHT, sendo 2 integrais (M-1Int. e
M-2 Int.), 1 desnatado (M-1 Des.) e 1 zero lactose (M-3 Z.L.), adquiridos em
mercados na cidade Londrina/PR e em duas amostras de leite in-natura, sendo
uma “saudavel’ e outra “nao-saudavel’, fornecidos por pecuarista local. O valor
do pH e o valor nutricional das amostras de leite UHT reportado pelos fabricantes
foram resumidas no Quadro 2 com o intuito de comparar a composi¢cao dos
leites, uma vez que a composicdo da matriz pode influenciar na pré-
concentracdo e determinagdo da TC no método MISPE off-line com
determinacao no sistema BIA-AD (MISPE-BIA-AD).
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Quadro 2. Valor nutricional (1 copo — 200 mL) e valor do pH de diferentes tipos
de leite bovino (integral, desnatado, zero-lactose e “in-natura”).

Valor nutricional —
M-1 M-2 | M1 M-3 “in-n” | “in-n”
porcao de 200 mL
Int. Int. | Des. ZL S. n.s.
(1 copo)
Carboidratos (g) 10 9,0 9,4 4.5 - -
Proteinas (g) 6,2 6,0 6,3 3,0 - -
Gorduras totais (g) 6,1 6,0 0 1,0 - -
Gorduras saturadas (g) 4,2 3,6 0 0,6 - -
Gorduras trans (g) 0 0 0 0 - -
Fibra alimentar (g) 0 0 0 0 - -
Sédio (mg) 129 130 | 143 65 - -
Calcio (mg) 216 210 | 240 105 - -
pH 6,65 6,61 | 6,65 | 6,63 6,63 6,81

M: Marca; Int.: Integral; Des.: Desnatado; Z.L.: Zero-Lactose; “in-n” s.: “in-natura” saudavel,
“in-n" n.s.: “in-natura’ ndo-saudavel.

A extracao foi realizada de modo sequencial, em que 5,0 mL de amostra
foram adicionados em tubo cénico de falcon (50,0 mL) e foram adicionados 10,0
mL de tampao EDTA-Mcllvaine 0,1 mol L' (pH 4,0). A mistura foi mantida em
banho ultrassénico por 15 minutos, centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um tubo cénico de falcon (50,0 mL) limpo. O
processo de extracdo se repetiu mais 5x com o residuo, e os sobrenadantes
foram combinados e o pH foi ajustado para 5,0. Em seguida, 50 mL do
sobrenadante final foi submetido a pré-concentracdo no método MISPE off-line
e analisadas no sistema BIA-AD, ambos em condi¢des previamente otimizadas.
Para fins comparativos, foram feitas leituras das amostras no sistema
cromatografico e, neste caso, as amostras foram ressuspendidas na fase maével.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

As amostras foram fortificadas, adicionando volumes apropriados de
solugdo padréao de TC e da mistura das TCs (TC, OTC e CTC), de modo que nos
5 mL de amostra usado para extracdo, as amostras contenham as
concentragdes equivalentes a 133 e 889 ug L' (0,3 e 2 ymol L-"). Cabe salientar
que estas concentragdes foram escolhidas com base nos LMR permitidos no

Brasil e nos principais érgéos reguladores do mundo. Segundo a OMS e a FDA,
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o LMR para TCs no leite varia de 30 a 100 mg L' (0,067 a 0,225 mmol L),
enquanto a ANVISA estabelece um limite de 0,1 mg L' (0,225 pmol L)
(ANVISA, 2018; MOREIRA et al., 2010). Importante ressaltar que, uma vez que
nao ha indicios de interagcado desses antibidéticos com as proteinas presente nas
amostras de leite e que a desproteinizacdo dessas amostras € realizada, as
curvas analiticas em agua podem ser usadas sem prejuizos ao método

desenvolvido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DO SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM AUNPS/SPCE PARA
DETERMINACAO DE TETRACICLINA

A fim de investigar e melhorar a resposta analitica do sensor desenvolvido
para a determinacdo de TC, as variaveis do sistema eletroquimico e do sensor
foram estudadas, sendo elas: influéncia da modificagdo do eletrodo impresso de
carbono com AuNPs no perfil voltamétrico da TC, concentragdo de HAuCl4 para
eletrodeposicdo das AuNPs sobre o SPCE e potencial de oxidacédo da TC. As
variaveis do sistema BIA, que incluem velocidade e volume de injegdo também

foram estudadas.

5.1.1 Influéncia da modificacdo do eletrodo impresso de carbono no
comportamento eletroquimico da tetraciclina

Visando a determinacgéo de residuos de TC em amostras alimenticias e
ambientais, a selecdo de modificadores quimicos que promovem um aumento
da sensibilidade analitica do sensor torna-se um passo importante. Inicialmente,
foram realizados experimentos com a técnica de voltametria ciclica (CV) para
avaliar o comportamento eletroquimico da TC, utilizando SPCE sem
modificagdo. Segundo a literatura, a oxidacdo eletroquimica das TCs pode
ocorrer no grupo fenol e/ou dimetilamina resultando em um ou dois picos, cujas
posicoes dependem do pH do meio (CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; CHATTEN;
FLEISCHAMANN; PLETCHER, 1979; WANG et al., 2011).

Como apresentado na Figura 14, dentro da faixa de potencial estudado, a
TC apresentou sinais de oxidagcdo entre 0,60 V e 1,35 V, com aumento da
corrente a medida que sua concentracdo também aumenta. Entretanto, com o
aumento da concentragdo de TC para 300 umol L' houve uma diminuigdo do
sinal analitico, possivelmente causado pela passivacdo da superficie do
eletrodo, o que pode estar relacionado com a formagao de subprodutos que
ficam adsorvidos a superficie do eletrodo ou uma diminuigdo na area de
superficie do eletrodo disponivel para a oxidagédo da TC (DANG et al., 2004;
SILVA et al., 2019; YANG et al., 2013).
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos obtidos para eletrodo impresso de carbono
nao modificado na presenca de diferentes concentragbes de tetraciclina.
Condigdes experimentais: eletrolito suporte tampao fosfato 0,1 mol L-! (pH 2,50)
e velocidade de varredura de 100 mV s™'.
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A fim de melhorar a resposta analitica em termos de intensidade da
corrente e definicdo de pico, o SPCE foi modificado a partir da eletrodeposi¢cao
de AuNPs) (DEVKOTA et al., 2018), conforme descrito anteriormente (Sessao
4.3). Vale ressaltar que neste estudo inicial, seguindo o procedimento
empregado por Devkota e colaboradores (DEVKOTA et al., 2018), foi utilizado
uma concentragdo de 3 mmol L' de HAuCls4 na eletrodeposicdo das AuNPs.
Apo6s a modificagdo com as AuNPs, conforme é apresentado na Figura 15,a TC
apresentou dois picos de oxidacdo mais bem definidos entre 0,7 Ve 1,15V e
com aumento da intensidade do pico anddico (Ipa) proporcional a concentragao
de TC no meio. Esse aumento significativo da Ipa de TC no AuNPs/SPCE e da
melhor definicdo dos picos de oxidacdo podem ser atribuido ao efeito
eletrocatalitico promovido pelos 6xidos de ouro que facilitam a oxidagado da TC
(CASELLA; FABIO, 2009; DEVKOTA et al., 2018; GUO et al., 2019; WANG et
al., 2011). Ainda, cabe salientar que nao foi observado picos de redugédo no
sentido oposto de varredura e, portanto, nas condi¢gées estudadas o processo de

oxidacdo da TC no AuNPs/SPCE e SPCE nao modificado é irreversivel.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos para eletrodo impresso de carbono
modificado com AuNPs (AuNPs/SPCE) na presengca de diferentes
concentragbes de tetraciclina. Condi¢gdes experimentais: eletrolito suporte
tampao fosfato 0,1 mol L-' (pH 2,50) e velocidade de varredura de 100 mV s™'.
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Tendo em vista a melhora da resposta analitica com AuNPs/SPCE, foi

estudado o efeito da concentracdao de acido tetracloroaurico (HAuCl4) na

eletrodeposicdo de AuNPs no comportamento eletroquimico do sensor e na

determinacdo de TC. A Figura 16 reune os voltamogramas do 10° ciclo da

eletrodeposicao em diferentes concentragdes de HAuCl4 (na faixa de 1 a 5 mmol
L.

Figura 16. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos AuNPs/SPCE preparados

pela eletrodeposicdo de AuNPs a partir de diferentes concentragdes de HAuCl4.

Condigbes experimentais: eletrélito suporte KCI 0,1 mol L' e velocidade de
varredura de 50 mV s".
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Conforme pode ser observado, os voltamogramas apresentam a forma
tipica para eletrodos modificados com ouro, com picos anddicos e catdédicos bem
definidos, correspondentes a oxidacdo e redugcdo Au° e Oxidos de ouro na
superficie do eletrodo. Entende-se que de 0,0 V a aproximadamente 0,7 V, ha
uma redugdo de Au®* para Au’, de acordo com a Equagéo (17) (KHASHAYAR et
al., 2016), para entdo essas particulas metédlicas formadas serem oxidadas.
Assim, o pico de oxidagao dos voltamogamas da Figura 16 esta relacionado a
formagdo de espécies de oxidos de Au (I) e Au(lll), conforme reagdes
apresentadas na Equagdo (18) e Equacdo (19) (OGURA; HARUYAMA;
NAGASAKI, 1971), sendo que na presencga de oxigénio, a formagao de éxidos
de ouro com o maior estado de oxidagao é favorecida (BURKE; NUGENT, 1997;
CASELLA; FABIO, 2009; HEBIE et al., 2016; MASAWAT; SLATER, 2007).

H*[AUCla] (aq) + 3€" = Au’(s) + 4 Cl(aq) + H*(aq) Equagao (17)
Au®s) 2 AuOH > Au(OH)x > Au(OH) Equacao (18)
3AU°is) 2 AuO > Au20s Equacao (19)

A reducgéo de 6xidos de ouro, pico de reducédo dos voltamogramas da
Figura 16, é obtida de acordo com a Equacao (20), indicando que houve uma
deposicéo de particulas metalicas de ouro (BURKE; NUGENT, 1997; HEBIE et
al.,, 2016; OGURA; HARUYAMA; NAGASAKI, 1971) e perfil similares sao
encontrados na literatura (CASELLA; FABIO, 2009; CHAROENRAKS et al.,
2004; DEVKOTA et al., 2018; DO et al., 2014; HOLZE, 2015; SHETTI; MALODE;
NANDIBEWOOR, 2015).

AU(OH)s + 3 H*aq) + 3 & > Au®s)+ 3 H20 Equacao (20)

A medida que a concentracdo de HAuCls aumenta, h4& um aumento
significativo nas correntes de pico anddica e catddica. Esse aumento esta
relacionado com o crescimento mais facil de AuNPs formadas previamente do
que novas nucleagdes na superficie do eletrodo, visto que a deposicao de ouro
nas nanoparticulas previamente eletrodepositadas requer menos energia do que
na superficie do SPCE (HEZARD et al., 2012). Além disso, o deslocamento do

potencial de pico catédico (Epc) para potenciais menos positivos indica que a
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deposig¢ao de ouro ocorreu preferencialmente nas AuNPs ja eletrodepositadas
(HEZARD et al., 2012; VAN QUYNH et al., 2020). No entanto, para uma
concentragdo de 5 mmol L' HAuCls ocorre uma diminuigdo nas correntes,
possivelmente devido a aglomeragdo de AuNPs em excesso na superficie do
eletrodo, causando uma diminuic&o na area superficial e na taxa de transferéncia
de elétrons (BOONKAEW et al., 2019). Esses resultados estdo de acordo com
os resultados obtidos ao usar esses eletrodos no sistema BIA-AD na presencga
de 50 ymol L' TC (Figura 17), em que a concentragdo de 5 mmol L' HAuCl4
mostra maior instabilidade nas injecdes e pouca diferenga significativa na Ipa.

Assim, HAuCls 4 mmol L™ foi selecionado para a eletrodeposigdo de AuNPs.

Figura 17. Amperogramas para diferentes concentragées de HAuCls usados na
eletrodeposicdo das AuNPs. Condigdes experimentais: eletrolito suporte tampéo
fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), vazaode injecdo de 123,2 uL s™' e volume de injegdo
de 100 pL.
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A EIS também foi utilizada a fim de se investigar a capacidade de
transferéncia eletrénica na superficie do eletrodo. Os resultados obtidos pela EIS
estao apresentados em termos do diagrama de Nyquist, que traz a impedancia
imaginaria (Z”) versus a impedancia real (Z’). Cada ponto do diagrama de Nyquist
representa uma impedancia de uma frequéncia, com variagcao da alta para baixa
frequéncia (de 100,0 KHz a 10,0 mHz). Assim, a presenga de um semicirculo em
regides de alta frequéncia esta relacionado com a resisténcia de transferéncia
de elétrons, enquanto uma porcéao linear em baixas frequéncias corresponde a

um processo controlado por difusdo. Dependendo das caracteristicas dielétricas
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e isolantes do eletrodo e da interface com o eletrdlito, o didmetro do semicirculo
do grafico de Nyquist é igual a resisténcia de transferéncia de elétrons
(BOONKAEW et al., 2019; DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004; KANYONG;
RAWLINSON; DAVIS, 2016; LU et al., 2017; OZCAN; SEZGINTURK, 2017; ZOU
et al., 2014).

A Figura 18 apresenta o diagrama de Nyquist dos espectros de
impedancia para os eletrodos SPCE nao modificado e AuNPs/SPCE (otimizado
anteriormente na concentragdo de 4 mmol L'). Para ambos os eletrodos, o
espectro exibe um semicirculo em regides de alta frequéncia seguido pela parte
linear em regides de baixa frequéncia, correspondendo a transferéncia de
elétrons e ao processo de difusdo, respectivamente (BOONKAEW et al., 2019;
KANYONG; RAWLINSON; DAVIS, 2016; MARQUES et al., 2021).

Figura 18. Diagrama de Nyquist observado para espectros de impedancia
eletroquimica nos eletrodos SPCE e AuNPs/SPCE em solugdo de 5 mmol L'

[Fe(CN)e]®4em KCI 0,1 mol L. Insert: circuito equivalente de Randles usado
para ajuste dos dados experimentais.
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Os dados de ESI para os eletrodos SPCE nao modificado e AUNPs/SPCE
foram ajustados para o modelo de circuito equivalente de Randles, como mostra
a Figura 18 (insert), que consiste de uma resisténcia do eletrdlito entre o eletrodo
de trabalho e o eletrodo de referéncia (Rs), constante de Warbur (Zw) que resulta
da difusdo dos ions do seio da solugao eletrolitica para a interface do eletrodo,

um elemento de fase constante que corresponde a capacitdncia da dupla
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camada (Cua, interface eletrodo/eletrolito), e a resisténcia de transferéncia de
elétrons (Ret) que controla a cinética de transferéncia de elétrons (CHEN et al.,
2011; DA SILVA; GHICA; BRETT, 2018; PATOLSKY et al.,, 1999; RAFIEE;
FAKHARI; GHAFFARZADEH, 2015). O didametro do semicirculo representa a Ret
na superficie do eletrodo (DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004; KANYONG;
RAWLINSON; DAVIS, 2016; MARQUES et al., 2021). No SPCE nao modificado,
0 semicirculo apresentou um maior diametro e o valor de Ret para o processo
cinético de transferéncia de elétrons do [Fe(CN)s]®*foi de 622,72 Q. Entretanto,
para AuNPs/SPCE, o didmetro do semicirculo reduz significativamente para
265,37 Q. Essa diminuigdo da Ret pode ser atribuida as propriedades das AuNPs,
como aumento da condutividade e da area eletroativa do eletrodo, que
favorecem o transporte de elétrons e de massa de espécies eletroativas na
superficie do eletrodo (CHEN et al., 2011; DA SILVA; GHICA; BRETT, 2018;
KANYONG; RAWLINSON; DAVIS, 2016; LU et al., 2017).

Foi empregado a Equacéo de Randles-Sevcik (Equagéo 1) para calcular
a area eletroativa dos eletrodos SPCE e AuNPs/SPCE utilizando CV em
diferentes velocidades de varredura em KCI 0,1 mol L-! na presenga de 1,0 mmol
L' de KsFe(CN)e (Figura 19 e Figura 20). Assim, as areas eletroativas dos
eletrodos SPCE nao modificado e AuNPs/SPCE apresentaram os valores de
0,043 e 0,110 cm?, respectivamente. Assim, AuNPs/SPCE apresentou maior
interface de reacao eletroquimica que o SPCE sem modificacdo, ou seja, as
AuNPs promovem um aumento da area eletroativa, fazendo com que a condugao
da reagdo de transferéncia de elétrons seja mais rapida que no SPCE e,

portanto, a eletrooxidagao da TC neste eletrodo é favorecida.



105

Figura 19. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE em diferentes
velocidade de varredura em solugédo de 1,0 mmol L-' KsFe(CNes) em KCI 0,1 mol
L-' e (B) relagao linear entre Ip versus u'2,
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Figura 20. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o AuNPs/SPCE em
diferentes velocidade de varredura em solugédo de 1,0 mmol L' KsFe(CNs) em
KCI 0,1 mol L' e (B) relagéo linear entre Ip versus u'?.
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5.1.2 Efeito do pH na eletrooxidacao da tetraciclina empregando AuNPs/SPCE

Em analises eletroquimicas, a concentragao hidrogenidnica do eletrdlito
suporte desempenha um papel importante tanto na magnitude da corrente como
no potencial de eletrooxidagdo do analito. Assim, empregando CV na faixa de
potencial de 0,0 a 1,2V (100 mV s"), realizou-se um estudo para avaliar o efeito
do pH no perfil voltamétrico de TC 200,0 umol L' em tampao fosfato 0,1 mol L’
com variagao de pH de 2,5 a 7,5 (Figura 21). Valores de pH superiores a 7,5 ndo

foram estudados pois, segundo a literatura, em meio alcalino as TCs sé&o
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instaveis, podendo sofrer degradagdo com formagdo de analogos isomeéricos
(CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO, 2012;
KAZEMIFARD; MOORE, 1997; LOFTIN et al., 2008).

Figura 21. Voltamogramas ciclicos empregando AuNPs/SPCE em solucéo de
TC 200 umol L' em (A) diferentes valores de pH e (B) Dependéncia do pH com
o potencial de pico anddico. Condigdes experimentais: eletrolito suporte tampao
fosfato 0,1 mol L', velocidade de varredura de 100 mV s™' e empregado 4,0 mmol
L' de HAuCls na eletrodeposicédo das AuNPs.
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De acordo com a Figura 21, observa-se um deslocamento dos picos de

oxidacdo da TC para potenciais menos positivos com o aumento do pH. Além

disso, o aumento do pH também causou uma diminuicdo na definicdo e
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intensidade de corrente do primeiro pico de oxidagdo e um aumento da corrente
do segundo pico de oxidagao. Portanto, em pH 2,5, os picos apresentam a
melhor definicdo, sendo este pH mantido para estudos posteriores. Resultados
similares a estes foram encontrados na literatura (ASADOLLAHI-BABOLI; MANI-
VARNOSFADERANI, 2014; CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; FARIA et al., 2019;
MASAWAT; SLATER, 2007).

Wangfuengkanagul e  colaboradores (WANGFUENGKANAGUL;
SIANGPROH; CHAILAPAKUL, 2004) observaram pico de oxidagéo da TC bem
definido em pH 2,0 (tamp&o fosfato 0,1 mol L") empregando um eletrodo de
diamante dopado com boro (EDDB). Entretanto, em tampao neutro ou alcalino
os picos ficaram mal definidos. Segundo os autores, o melhor resultado em pH
2,0 se deve ao fato de a TC ser carregada positivamente neste pH enquanto o
EDDB possui cargas negativas na superficie do eletrodo geradas pelo pré-
tratamento anddico ao qual foi previamente submetido.

No entanto, atragbes eletrostaticas ndo parecem ser a Unica razao para
se ter uma melhor resposta em meio acido, uma vez que o AUNPs/SPCE nao foi
submetido a nenhum pré-tratamento eletroquimico com geragdo de cargas
negativas. Assim, acredita-se que a melhor resposta em pH 2,5 se deve,
principalmente, a maior estabilidade da TC neste meio. Isso esta de acordo com
a literatura, em que uma diminuicao da resposta voltamétrica com o aumento do
pH empregando eletrodo compdsito grafite-poliuretana (60% grafite, m/m)
(CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO, 2012) e
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono (VEGA et al.,
2007) foi atribuido a instabilidade da TC em meio alcalino aquoso.

Melhores respostas voltamétricas e boa definicdo dos dois picos de
oxidagao da TC em meio acido, também foram observadas por Masawat e Slater
(MASAWAT; SLATER, 2007), usando um eletrodo impresso de ouro (SPGE) em
pH 2,0, tampéo fosfato 0,1 mol L-'. Asadollahi-Baboli e Mani-Varnosfaderani
(ASADOLLAHI-BABOLI; MANI-VARNOSFADERANI, 2014) também utilizam
tampao fosfato, pH 2,6, para fazer a determinagao simultdnea dos antibi6ticos
TC e cefixima empregando um SPGE modificado com cisteina e nanoparticulas
de ouro. Charoenraks e colaboradores obtiveram a melhor resposta voltamétrica
para os picos de oxidacao da doxiciclina e clorotetraciclina em pH 2,5, usando
tampao fosfato 0,1 mol L' (CHAROENRAKS et al., 2004). Clarindo et al.
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(CLARINDO et al., 2020) empregam um eletrodo composito grafite-poliuretana
modificado com polimero impresso molecularmente (MIP) em tampéao fosfato
0,1 mol L', pH 2,5, para determinag&o de TC em amostras farmacéuticas e urina
sintética.

O deslocamento do potencial para valores menos positivos segue um
comportamento com duas regides lineares para ambos os picos de oxidagao da
TC, como € apresentado na Figura 21B. A primeira regiao linear ocorre entre pH
2,5 e 3,5, e a segunda regido entre pH 4,5 e 7,5. A intersecgéo das retas dessas
duas regides ocorre em pH proximo a 3,6, para ambos os picos, valor este muito
proximo ao pKat da TC descrito na literatura (pKa1 ~3,3) (ANTON-HERRERO et
al., 2018; MOHAMMED; KAREEM, 2019; PRARAT; HONGSAWAT,;
PUNYAPALAKUL, 2020; SANCHEZ-POLO et al., 2015; SOORI et al., 2016).
Acredita-se que isso ocorre pois até pH 2,5 aproximadamente 100% das
moléculas de TC estdo protonadas e a medida em que se aumento o pH, tem-
se a diminuicdo dessas espécies e o surgimento de novas espécies com
conformacgdes diferentes, conforme sera abordado mais profundamente na
sessao 5.3 deste trabalho. Calixto e colaboradores apresentam resultados
similares usando eletrodo compdsito grafite-poliuretana (60% grafite, m/m)
(CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO, 2012). A
presencga de duas regides lineares no estudo do pH também foi encontrado por
Allahverdiyeva et al. usando EDDB pré-tratado catdédicamente
(ALLAHVERDIYEVA; YARDIM; SENTURK, 2021).

A segunda regiao linear (Figura 21B), entre pH 4,5 e 7,5, apresenta um
comportamento linear bem definido, representado pela equagao Epa (V) = -0,064
pH + 0,944 (R? = 0,99) para o pico 1 e Epa (V) = -0,049 pH + 1,081 (R? = 0,99)
para o pico 2. Este comportamento, para ambos o0s picos, sugere uma
dependéncia proténica na eletrooxidacao da TC seguindo um comportamento
Nerstiniano, ou seja, no processo de oxidacdo a perda de elétrons é
acompanhada pela perda de prétons (ANGELIS et al., 2020; KUCEKI et al.,
2018; ROCHA et al., 2018, 2020; TARLEY et al., 2020; WANG, 2006). Como o
coeficiente angular de -64 mV pH"' e -49 mV pH"' para os picos 1 e 2,
respectivamente, estdo préximos ao valor tedrico de -59 mV pH' para um
sistema Nerstiniano, pode-se sugerir que o processo de oxidagao de ambos o0s

picos envolve a transferéncia do mesmo numero de prétons e elétrons (BARD;
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FAULKNER, 1980; GOSSER, 1993; PACHECO et al., 2013; PLETCHER et al.,
2002).

Como mencionado anteriormente, a literatura reporta que a oxidagao
eletroquimica da TC pode ocorrer através dos grupos fenol (C10) e dimetil
amoénio (C4) (BELKHEIRI et al., 2011; BORISOVA et al., 2013; CHATTEN;
FLEISCHAMANN; PLETCHER, 1979; KAZEMIFARD; MOORE, 1997; WANG et
al., 2011). O substituinte fendlico na posigcdo C10 é um grupo eletroativo que
oxida mais facilmente que os demais grupos substituintes presentes na estrutura
das TCs, e assim, a literatura reporta dois diferentes mecanismos propostos para
a oxidacao eletroquimica da TC ocorrendo neste grupo (BELKHEIRI et al., 2011;
DANG et al., 2004; FARIA et al., 2021; KUSHIKAWA et al., 2016).

O primeiro mecanismo reportado para a oxidagao eletroquimica da TC
ocorre em uma unica etapa, ou seja, apenas um pico de oxidagao é apresentado,
em que o grupo fendlico do C10 é oxidado para um grupo cetona, envolvendo 1
préton e 1 elétron durante o processo (FARIA et al., 2021; KESAVAN; KUMAR,;
SHIM, 2017; KUSHIKAWA et al., 2016), conforme apresentado na Figura 22A.
Em contrapartida, o segundo mecanismo proposto (Figura 22B) ocorre em duas
etapas envolvendo 2 protons e 2 elétrons em cada etapa, em que, além da
oxidagao do grupo fendlico, ocorre a adigdo de uma hidroxila na posigao para,
formando um derivado da benzoquinona (Figura 22B) (BORISOVA et al., 2013;
DANG et al., 2004; FARIA et al., 2021; KUSHIKAWA et al., 2016), sendo este o
mecanismo mais plausivel de estar ocorrendo neste trabalho.

Figura 22. Mecanismo de oxidagao eletroquimica para TC em (A) uma etapa ou
(B) duas etapas.

(A)
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Fonte: Adaptado de (FARIA et al., 2021; KUSHIKAWA et al., 2016).

Em relacdo ao eletrdlito suporte para determinacdo de TC, muitos
trabalhos na literatura descrevem que a melhor definicdo de pico e as maiores
intensidade de corrente de pico foram obtidas empregando tampéao fosfato 0,1
mol L' em meio acido (com pH entre 2,0 e 3,0), como alguns trabalhos ja citados
anteriormente (ASADOLLAHI-BABOLI; MANI-VARNOSFADERANI, 2014;
CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017; CALIXTO; CERVINI; CAVALHEIRO, 2012;
CHAROENRAKS et al., 2004; KAZEMIFARD; MOORE, 1997; KUSHIKAWA et
al.,, 2016; MASAWAT; SLATER, 2007). Esses melhores resultados nessas
condicdes sao atribuidos, principalmente, a maior estabilidade da TC neste meio.
Segundo um estudo realizado por Loftin e colaboradores sobre a estabilidade
das TCs em meio aquoso (LOFTIN et al., 2008), a TC 4,0 mmol L' apresenta
uma vida util de 306 horas em tampéao fosfato pH 2,0, a 22 °C. Ainda segundo
esses autores, as TCs sofrem degradagdo na agua, incluindo hidrdlise e
epimerizagcao em solugdes com alto valor de pH. Desta forma, com base no
exposto na literatura, manteve-se o tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5) para

estudos futuros.
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5.1.3 Estudo do potencial de eletrooxidagado da tetraciclina empregando
AuNPs/SPCE no sistema BIA-AD

Medidas eletroquimicas dinamicas, como o sistema BIA, normalmente
exibem uma resposta analitica (corrente) mais alta que as obtidas nas medidas
estacionarias, uma vez que a espessura da camada de difusdo — que limita a
resposta maxima e as condigdes de controle de difusdo) — é reduzida (BARD;
FAULKNER, 1980; MASAWAT; SLATER, 2007). Portanto, a corrente obtida no
sistema BIA-AD é muito maior do que o observado ao usar o AuNPs/SPCE sob
condicdes estacionarias.

O potencial de oxidagao da TC utilizando AuNPs/SPCE em sistema BIA-
AD foi estudado na faixa de 0,5V a 1,4 V. A escolha dessa faixa de estudo se
deve aos potenciais de oxidagao da TC apresentados anteriormente (Figura 15),
de modo que se obtenha o potencial que melhor favoreca a oxidagdo deste
antibiotico. Assim, a Figura 23 apresenta um voltamograma hidrodinédmico
resultante da média de injecdes (n=3) explorando essa faixa de potencial, em
que foram aplicados dez potenciais (0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2; 1,3; e
1,4 V) ao eletrodo de trabalho, sendo todos experimentos individuais, com
injecdes de 50 umol L' de TC.
Figura 23. Variagdo da corrente de pico anddica (n=3) para 50 ymol L-' TC em
funcao de potenciais aplicados no sistema BIA usando AuNPs/SPCE. Condi¢oes

experimentais: eletrolito suporte tampao fosfato 0,1 mol L-! (pH 2,5), velocidade
de injecdo de 123,2 uL s™! e volume de injegdo de 100 pL.
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Como apresentado na Figura 23, a oxidagdo da TC nestas condigbes

iniciou-se em potenciais superiores a +0,7 V, semelhante aos resultados



112

apresentados nas varreduras de VC (Figura 15). A partir de +0,7 V houve um
crescente aumento de Ipa a medida que o potencial aplicado foi aumentado,
atingindo um maximo em +1,2 V. Acredita-se que nesse potencial a superficie
de 6xido de ouro (por exemplo, Au(OH)s, AuOOH, Auz20s, etc) atue como um
forte catalisador, favorecendo a eletrooxidagdo da TC (CASELLA; FABIO, 2009).
Para potenciais superiores a +1,2 V, houve uma diminuicdo da resposta,
possivelmente devido ao fato de que nesta regido ha pouca contribuicdo das
AuNPs na eletrooxidagdo de TC. Resultados similares podem ser encontrados
na literatura usando eletrodo impresso de ouro (SPGE) (MASAWAT; SLATER,
2007) e eletrodo de ouro de disco rotatério (Au RDE) (CHAROENRAKS et al.,
2004; PALAHARN et al., 2003), em que ambos os eletrodos sdo usados em
sistema FIA-AD. Kazemifard e Moore (KAZEMIFARD; MOORE, 1997) também
utilizam este potencial para determinacao de TCs em formulagdes farmacéuticas
empregando HPLC com deteccdo amperométrica. Sendo assim, o potencial de

+1,2 V foi selecionado para experimentos futuros.

5.1.4 Estudo dos parédmetros do sistema BIA-AD (volume e velocidade de
injecao) para determinacgao de tetraciclina empregando AuNPs/SPCE

Os parametros do sistema BIA-AD como volume e velocidade de injecéo
foram estudados, pois afetam a zona de dispersdo da amostra e,
consequentemente, a sensibilidade e precisdo do método (ALENCAR et al.,
2017; WANG; TAHA, 1991).

A micropipeta eletrénica (Eppendorf® Multipippete E3), Figura 10, usada
no sistema BIA para injecdo das amostras, oferece oito niveis de velocidade de
injecdo diferentes (speed de 1 a 8) quando se utiliza uma ponteira do tipo
Combitip® de 1,0 mL. Experimentalmente, usando aliquotas de 100 L, foi
calculado que os niveis correspondem, respectivamente, as seguintes
velocidades de injegdo: speed 1= 15,5 pL s, speed 2= 30,0 pL s, speed 3=
42,3 uL s, speed 4=63,8 uL s, speed 5= 123,2 uL s, speed 6=211,9 yL s™,
speed 7= 282,5 uL s, speed 8= 403,2 uL s™. Feito isso, foi possivel estudar a
velocidade de injegao (speed) que proporciona a melhor resposta analitica para

a determinacao de TC.
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A Figura 24 apresenta a Ipa média (n=3) em cada velocidade de injegao,
sendo que a resposta aumenta com o aumento da velocidade de injecao,
possivelmente devido a diminuigdo da camada difusional, visto que o sinal é
proporcional a transferéncia de massa de TC para o eletrodo (ALENCAR et al.,
2018; BACKES et al., 2017; FARIA et al., 2019). Entretanto, acima de 123,2 uL
s houve uma diminuig&o da Ipa. Essa diminuigdo pode estar relacionada com a
velocidade de aquisigao do sinal ndo ser suficiente para mensurar no apice da
Ipa, ja que o analito é dispensado muito rapidamente sobre o eletrodo. Assim, a
velocidade de 123,2 pL s foi escolhida para os experimentos futuros.
Resultados similares podem ser encontrados na literatura para outros sistemas
BIA-AD (ALENCAR et al., 2017).

Figura 24. Variagdo da corrente de pico anddica (n=3) para 50 ymol L' TC em
funcao da velocidade de injecao utilizadas no sistema BIA usando AuNPs/SPCE.

Condigbes experimentais: eletrdlito suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5)
e volume de injecao de 100 pL.
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Com Combitip® de 1 mL usado na micropipeta eletronica (Eppendorf®
Multipippete E3), foram estudados volumes de inje¢ao na faixa de 10 a 700 uL e
os resultados estdo apresentados na Figura 25. Como pode ser observado, a Ipa
aumentou significativamente com o aumento do volume injetado de 10 para 200
pL. Entretanto, para volumes acima de 200 pL houve uma diminuigdo da
resposta, pois possivelmente ocorre a passivacdo da superficie do eletrodo
devido ao alto volume injetado e este ficar em maior tempo de contato com a
superficie do eletrodo. Resultados similares podem ser encontrados na literatura
para outros sistemas BIA-AD (ALENCAR et al., 2017).
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Figura 25. Variagdo da corrente de pico anddica (n=3) para 50 ymol L' TC em
funcdo do volume de injecao utilizadas no sistema BIA usando AuNPs/SPCE.
Condigdes experimentais: eletrolito suporte tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5)
e velocidade de injecdo de 123,2 uL s™.
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5.1.5 Estudo da reprodutibilidade do preparo do sensor AUNPs/SPCE e sua
estabilidade e repetibilidade

A fim de avaliar a reprodutibilidade do preparo do sensor, seis eletrodos
modificados com AuNPs foram preparados de acordo com a seg¢ao 4.3. Para
cada sensor, foram feitas medidas sucessivas (n=3) empregando as condi¢cbes
previamente otimizadas do sistema BIA-AD.

A Figura 26 apresenta a média de Ipa obtida empregando cada eletrodo.
Os seis eletrodos estudados obtiveram uma média de resposta de 26,32 pA com
DPR de 1,87%, o que indica uma boa reprodutibilidade do preparo do sensor

com a eletrodeposicdo das AuNPs.
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Figura 26. Variagdo da corrente de pico anddica (n=3) em relagdo a seis
eletrodos estudados. Condigdes experimentais: 50 umol L' TC, eletrdlito suporte
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2 V, velocidade de
injecdo de 123 L s™' e volume de injegao de 200 pL.
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Também foi avaliado a estabilidade do sensor por meio de inje¢des
sucessivas no mesmo dia com uma solugéo de 50 ymol L' TC no sistema BIA-
AD com as condi¢des previamente otimizadas. A Figura 27 apresenta a Ipa
obtida em relacdo ao numero de medidas realizadas.

Figura 27. Corrente anddica para injegdes de 50 pmol L' TC empregando
AuNPs/SPCE em relacdo ao numero de inje¢cées. Condi¢cdes experimentais:

eletrolito suporte tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2
V, velocidade de injegcdo de 123 uL s e volume de injegéo de 200 pL.
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Como pode ser observado na Figura 27, o sensor apresentou uma
estabilidade elevada com 47 injegbes até que a resposta analitica comece a
diminuir. Estes resultados mostram-se satisfatorios, uma vez que nao precisa de
lavagem da superficie do eletrodo entre as medidas, sendo uma 6tima opgéo
para analises de rotina, por exemplo.

Posteriormente, foi estudado a repetibilidade do sensor AUNPs/SPCE a
fim de avaliar a precisao deste sensor no sistema BIA-AD para determinagao de
TC. As injecbes se mostraram reprodutiveis para a detecgdo da TC, com DPR
de 2,42%. Essa alta repetibilidade pode ser atribuida a precisdo do volume e da
velocidade de injegcao fornecidos pela micropipeta eletrénica, bem como ao

posicionamento fixo da micropipeta em relagdo ao sensor.

5.1.6 Desempenho Analitico do Sensor AuNPs/SPCE na Determinacdo de
Tetraciclina

O desempenho analitico do sensor AuNPs/SPCE foi obtido sob as
condigdes eletroquimicas e do sistema BIA-AD otimizados. A Figura 28A
apresenta os amperogramas, com injegdes em triplicata, para as concentragdes
de TC na faixa de concentragdo de 5 a 3000 umol L-'. Dentro da faixa de
concentracdo estudada, o método apresentou duas inclinagdes, sendo a

primeira de 5 a 100 ymol L' e a segunda de 500 a 3000 umol L' (Figura 28B).
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Figura 28. (A) Amperogramas para concentragdes crescentes de TC, de 5 a
3000 pymol L', e (B) Curva analitica para TC. Condigbes experimentais: eletrélito
suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2 V,
velocidade de injegédo de 123 pL s™' e volume de injegdo de 200 pL.
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A primeira linearidade da curva analitica, de 5,0 a 100,0 ymol L,
apresentou uma equagao linear como Ipa (uA) = 0,406 (+ 0,005) [TC, umol L]
+ 4,424 (+ 0,171) com coeficiente de determinagéo (R?) igual a 0,996, enquanto
a segunda linearidade, de 100 a 3000 umol L, a equacgao linear foi Ipa (uA) =
0,039 (+ 3,767 x 10%) [TC, umol L' + 42,785 (+ 0,341) com coeficiente de
determinagao (R?) igual a 0,990. Tendo em vista os LMR permitidos para TC em

amostras alimenticias, como por exemplo o leite, optou-se por trabalhar com a
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primeira linearidade da curva, o qual contempla concentracdes mais baixas. Os
limites de LD e LQ calculados foram de 0,65 e 2,16 umol L', respectivamente.

A curva analitica, segundo a ANVISA (RIBANI et al., 2004), para as
concentragdes de 5,0 a 100,0 ymol L', foi verificada por analise de variancia
(ANOVA), levando-se em consideracdo que a hipétese nula Ho: B=0 era de que
nao houvesse relagao linear entre as variaveis. Assim, aplicou-se o teste F, com
um intervalo de confianga de 95%, em que a relagao entre MSregressao/MSresiduo
foi 1069,02, sendo muito maior que o valor tabelado (F16,1= 246,46), podendo
assim, descartar a hipotese nula e considerar que os dados experimentais se
ajustam bem ao modelo de regressdo linear (BARROS NETO; SCARMINIO:;
BRUNS, 2003). Ainda, a relagao entre MStalta de ajuste/MSerro puro fOi de 2,75, sendo
menor que o valor tabelado (F4,12= 3,26), confirmando o bom ajuste ao modelo
linear (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

A precisdo intradia (n=6) e interdia (n=2) foi avaliada em duas
concentragdes diferentes de TC (10,0 e 70,0 ymol L"). O desvio padrao relativo
(%DPR) para as medidas intradia variou de 1,52 a 3,59%, enquanto a precisao
interdia variou de 1,67 a 2,99%, mostrando que o método desenvolvido
apresenta boa repetibilidade e exatidao.

Apesar do meétodo eletroanalitico desenvolvido apresentar resultados
satisfatorios para a determinagéo de TC, com limite de quantificacédo de 2,16
umol L', este ainda nao é suficiente para detectar TC em amostras alimenticias
como o leite, por exemplo, visto que os limites maximos permitidos para esse
tipo de amostras varia de 30-100 pg L' (0,068-0,225 pmol L) (ANVISA, 2009,
2012, 2018; COMMISSION, 2015; EU, 2010; MOREIRA et al., 2010). Assim, a
extracdo em fase solida empregando um polimero molecularmente impresso
(MIP) como material adsorvente para extragao/pré-concentragao de tetraciclina
torna-se indispensavel para melhorar o limite de quantificacdo, bem como a
seletividade do método proposto. Desta forma, um MIP para TC foi sintetizado,
caracterizado e comparado com seus respectivos polimeros sem impressao
quimica. Além disso, o método de extracdo em fase sélida molecularmente
impressa (MISPE) foi otimizado, a fim de avaliar a eficiéncia do material para
extragao/pré-concentragao de TC.
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5.2 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO TC-IPDMBI E DOS POLIMEROS, IPDMBA-
MIP E IPDMBA-NIP

Os materiais sintetizados TC-IPDMBI, IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP
foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourrier (FT-IR), analise termogravimétrica

(TG), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e fisiossor¢ao de gas N2 a 77
K.

5.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os materiais sintetizados e seus precursores foram caracterizados por
espectroscopia da regido do infravermelho, com o intuito de avaliar a presenca
ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos dos reagentes utilizados em
cada etapa da sintese. Na Figura 29 é apresentado os espectros de FT-IR para
a TC, IPDMBI e o produto formado TC-IPDMBI.

Figura 29. Espectros de FT-IR para TC, IPDMBI e TC-IPDMBI.
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O espectro de FT-IR da TC mostra bandas de absorcao caracteristicas
para estiramento de N-H e O-H em 3364 cm' e 3304 cm™' (COATES, 2000;
TRIVEDI et al., 2015). A banda em 3099 cm-' pode ser atribuida tanto ao
estiramento assimétrico N-H quanto estiramento C-H de aromaticos
(GUNASEKARAN; VARADHAN; KARUNANIDHI, 1996; TRIVEDI et al., 2015).
As bandas de 2990 cm™” a 2261 cm™ referem-se a estiramentos C-H em
aromaticos e grupos metila (COATES, 2000; GUNASEKARAN; VARADHAN;
KARUNANIDHI, 1996; TRIVEDI et al., 2015). A regido entre 1700 cm™ e 1500
cm™', segundo a literatura (GU; KARTHIKEYAN, 2005; MYERS; TOCHON-
DANGUY; BAUD, 1983), apresenta picos caracteristicos para espectros de FT-
IR de TCs, sendo o sistema tricarbonilamida do anel A (Figura 30) o principal
responsavel por esta regido. A banda em 1673 cm™! pode ser atribuida a ligagéo
—C=0 associado a amida de TC1 (ABDULGHAN!I; JASIM; HASSAN, 2013; GU,;
KARTHIKEYAN, 2005; MYERS; TOCHON-DANGUY; BAUD, 1983; WU et al.,
2016). As bandas em 1615 cm™ e 1576 cm™' s&o caracteristicas de grupos
carbonilas presentes nos anéis A e C, respectivamente (ABDULGHANI; JASIM;
HASSAN, 2013; GU; KARTHIKEYAN, 2005; WU et al., 2016). A banda em 1455
cm™' pode ser atribuida tanto a vibragées de ligagdo =C—N- (GHADIM et al.,
2013; ZHANG et al., 2011) quanto para ligagbes —C=C- (TRIVEDI et al., 2015;
WU et al., 2016), enquanto a banda em 1355 cm™ pode ser associada a
deformagdes das ligagdes C—H (COATES, 2000; TRIVEDI et al., 2015) e a banda
em 1240 cm™! pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo N-H (CHANG et al.,
2020; COATES, 2000). As bandas abaixo de 1000 cm-!, como em 860 cm-", sdo
caracteristicas de deformag¢des angular para ligagdes C—H em anel aromatico
(COATES, 2000).



121

Figura 30. Férmula estrutural para a tetraciclina e seus respectivos pKas.
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O espectro de FT-IR para IPDMBI exibe uma banda em 3093 cm™' que
pode estar relacionada ao estiramento C—H do grupo vinilico terminal, enquanto
as bandas em 2975 cm-! e 2933 cm-! s&o atribuidas a vibragdes fundamentais
de grupos —CH2— e —CHs (COATES, 2000; KYULAVSKA et al., 2010). A banda
de forte intensidade em 2251 cm™' é caracteristica de estiramento vibracional do
grupo isocianato presente na molécula de IPDMBI (BOTARO; GANDINI, 1998;
KYULAVSKA et al., 2010; LIU et al., 2014c; LIU; CHEN; QIU, 2014). A banda em
1690 cm' pode ser atribuida a vibragdo tanto da ligagdo —C=N- quanto da
ligacdo C=0, ambos presentes no grupo isocianato (COATES, 2000). As bandas
entre as regides de 1650-1500 cm™! e 1490-1350 cm-! estdo associadas com as
vibragcbes do nucleo aromatico e deformagbdes angulares de grupos metil,
respectivamente, além de uma banda fina em 1244 cm™' que pode ser atribuida
a grupos carbonila (COATES, 2000; KYULAVSKA et al., 2010). As bandas em
893 cm™', 800 cm' e 689 cm™! indicam a presenca de meta-substituintes no anel
aromatico, como ocorre na molécula de IPDMBI (BOTARO; GANDINI, 1998;
COATES, 2000; KYULAVSKA et al., 2010).

Uma comparacéao entre os espectros dos precursores TC e IPDMBI com
o espectro do produto formado da reagao entre eles, TC-IPDMBI, mostra a
presenca de uma banda alargada em 3418 cm-!, que pode estar associada a
sobreposi¢cao de estiramentos de ligagbes O—-H e N-H (COATES, 2000). As

bandas na regido entre 3000-2500 cm™' s&o atribuidas a vibragdes de grupos —
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CH2— e —CHs presentes na estrutura do produto formado (COATES, 2000;
KYULAVSKA et al., 2010). A banda em 2251 cm-', referente ao grupo isocianato,
nao aparece no espectro, indicando que houve a reagao entre o grupo isocianato
do IPDMBI e o grupo fenol da TC, formando uma ligagédo uretana entre esses
grupos (GUNEY; GUNEY, 2017; Kl et al., 2002; KI; CHANG, 2006; WANG et al.,
2009). As bandas em 1777 cm™, 1296 cm™' e 1024 cm™' foram atribuidas aos
estiramentos das ligacbes C=0, C-N e C-0, respectivamente, confirmando a
formacgao da ligagéo uretana e da estrutura de carbamato no produto TC-IPDMBI
(COATES, 2000; KOZAKIEWICZ et al., 2011; KYULAVSKA et al., 2010; LIU et
al., 2014c; LIU; CHEN; QIU, 2014). Ainda, a presenca das bandas em 803 cm"’
e 705 cm™ sdo mais um indicativo da formagao da ligagédo uretana entre TC e
IPDMBI, ja que estas bandas s&o caracteristicas de meta-substituicdo em
aromaticos, conforme apresenta a estrutura do IPDMBI (BOTARO; GANDINI,
1998; COATES, 2000; KYULAVSKA et al., 2010).

Os espectros de FT-IR obtidos para os polimeros sao apresentados na
Figura 31, em que se pode observar uma grande similaridade entre perfil dos
espectros destes materiais. A banda ampla na regido de 3640-3610 cm™ sao
caracteristicas de estiramento da ligagdo O-H, possivelmente de agua adsorvida
nos materiais (COATES, 2000). Para o espectro do IPDMBA-MIP, a presenga de
uma banda larga em 3436 cm-! pode ser atribuida ao estiramento do grupo NH2
(COATES, 2000), indicando que houve a quebra da ligagao entre IPDMBI e TC
apos a clivagem. A banda em 1725 cm™' pode ser atribuida ao estiramento vC=0
presente tanto na TC quanto no EGDMA. A banda em 1637 cm™ pode ser
atribuida a presencga de grupos vinilicos residuais na matriz polimérica e para
IPDMBA-MIP, pode ser atribuido ao estiramento da ligagdo N-H, sendo mais um
indicativo da quebra da ligacao entre IPDMBI e TC apés a clivagem e formagao
da amina primaria. A banda intensa em 1147 cm™' refere-se ao estiramento do
grupo éster (vV0O-C-O) presente no EGDMA (SUQUILA; OLIVEIRA; TARLEY,
2018).
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Figura 31. Espectros de FT-IR para os polimeros TC-IPDMBI-MIP, IPDMBA-
MIP e IPDMBA-NIP.
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5.2.2 Andlise Textural por Fisissor¢édo de Gas Nitrogénio a 77 K

As caracteristicas texturais de um material podem influenciar muitas de
suas propriedades e desempenho como material adsorvente, por exemplo. Além
disso, tais caracteristicas podem estar diretamente relacionadas com a cinética
de transferéncia de massa do analito da fase liquida para a fase sdlida, que pode
afetar a capacidade de adsor¢cdo dos materiais (IKENYIRI; UKPAKA, 2016;
MULLER, 2010).

O modelo BET (Brunauer, Emmett e Teller) foi usado para determinar a
area superficial especifica, enquanto o modelo BJH (Barret, Joyner e Halenda)
foi aplicado para determinar o volume total e o didmetro médio dos poros.
Baseados no principio de adsorgéo-dessorgao de gas nitrogénio, esses métodos
sao os principais métodos utilizados para se determinar a porosidade de
materiais (THOMMES et al., 2015; VASAPOLLO et al., 2011). Na Tabela 2 sao
apresentados os dados texturais para TC-IPDMBI-MIP, IPDMBA-MIP e
IPDMBA-NIP.



124

Tabela 2. Caracteristicas texturais como area superficial especifica, volume total
e didmetro de poros para os polimeros TC-IPDMBI-MIP, IPDMBA-MIP e
IPDMBA-NIP.

Area Superficial Volume Totalde  Didametro Médio

Material Es(rp;]ezcsl;zc)a Poro (cm3 g™) de Poro (nm)
TC-IPDMBI-MIP 163,94 0,61 3,36
IPDMBA-MIP 183,21 0,51 3,36
IPDMBA-NIP 206,12 0,34 3,35

Como visto na Tabela 2, a auséncia da TC na matriz polimérica dos
polimeros IPDMBA-MIP provoca um aumento na area superficial desse material.
Tal resultado era esperado em comparagao ao polimero TC-IPDMBI-MIP, pois a
presenca da TC pode ocupar alguns poros do material.

Segundo a literatura, normalmente é esperado que materiais com maior
area superficial possuam maior capacidade adsortiva (FONSECA et al., 2015;
RENKECZ et al., 2013). Entretanto, o IPDMBA-NIP apresentou uma area
superficial especifica maior que o IPDMBA-MIP. Como sera discutido
posteriormente, o IPDMBA-MIP apresentou uma maior capacidade adsortiva
com a TC, podendo-se atribuir estes resultados a presenca de sitios de ligacéo
especifica formados durante a sintese, sem dependéncia com dados texturais
(MENDONCA et al., 2020). Ainda, de acordo com os perfis das isotermas de
adsorcéo-dessorcéo de gas nitrogénio para os materiais poliméricos (Figura 32)
e por apresentarem um didmetro de poro entre 2 e 50 nm, segundo a IUPAC
todos os materiais apresentam isotermas do tipo V com histerese do tipo H3 com
poros em forma de fenda, sendo este um perfil caracteristico de materiais
mesoporosos (THOMMES et al., 2015; ZDRAVKOV et al., 2007).

Figura 32. Isotermas de adsorgao-dessor¢cao de gas nitrogénio para (A) TC-
IPDMBI-MIP, (B) IPDMBA-MIP e (C) IPDMBI-NIP.
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5.2.3 Analise Morfologica

As caracteristicas morfolégicas dos materiais TC-IPDMBI-MIP, IPDMBA-
MIP e IPDMBA-NIP foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura

(MEV) (Figura 33).
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Figura 33. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) com
ampliagdes de 200, 3000, 15000, 30000 e 50000 vezes para os polimeros TC-
IPDMBI-MIP, IPDMBA-MIP e IPDMBI-NIP.
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Como pode ser observado nas imagens de MEV, a morfologia dos
polimeros sintetizados mostrou-se bastante similaridade entre si. Em ampliagbes
maiores € possivel observar que os polimeros apresentaram particulas de
tamanhos variados e em suas superficies aglomerados esféricos, que atribuem
caracteristicas rugosas a esses materiais. Esse tipo de particula era esperado,
visto que o0 método de polimerizacao utilizado foi por precipitacao, em que se
emprega um volume excessivo de solvente porogénico quando comparado ao
método em bulk, por exemplo, para que este impeca a coalescéncia das
particulas e, consequentemente, estas sejam mais esféricas. Além disso, as
particulas obtidas pela sintese por precipitacdo fornecem uma maior area
superficial ao material sintetizado, o que contribui para sua capacidade de
adsorgao (FONSECA et al., 2015; JING et al., 2009; OLIVEIRA; SEGATELLI;
TARLEY, 2016; PEREZ-MORAL; MAYES, 2004; VENDAMME et al., 2009).

Ainda, é possivel observar que a presenca de TC na matriz polimérica nao
interferiu na morfologia do material. A partir desses resultados, € possivel inferir
que qualquer comportamento de seletividade do IPDMBA-MIP em comparagao
ao IPDMBA-NIP pode ser atribuido aos possiveis sitios de ligagdo formados
apos a clivagem térmica no IPDMBA-MIP, sem qualquer influéncia da morfologia
do material (MENDONCA et al., 2020).
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5.2.4 Analise Térmica

O comportamento térmico dos polimeros e o efeito dos reagentes na
organizacao das cadeias poliméricas foram avaliados pelas curvas de TG e DTG
(Figura 34), que mostra a perda de massa (em %) em funcdo da variacéo de
temperatura na faixa de 30 a 900 °C.

Como observado na Figura 34, os polimeros sintetizados apresentam um
perfil térmico semelhante. Os polimeros TC-IPDMBI-MIP e IPDMBA-MIP
apresentaram quatros eventos de decomposi¢cdo, enquanto trés eventos de
decomposicio sédo apresentados pelo IPDMBA-NIP.

O primeiro evento observado para os polimeros TC-IPDMBI-MIP,
IPDMBA-MIP, IPDMBA-NIP encontra-se na faixa de temperatura de 30 °C a 80
°C, com taxa de perda maxima em 49, 40 e 39 °C e percentagem de perda de
massa de 2,62%, 1,68% e 1,51%, respectivamente, corresponde a remocéo da
agua adsorvida fisicamente na superficie dos polimeros (CAPELARI et al., 2021;
CASARIN et al., 2017; SUQUILA; OLIVEIRA; TARLEY, 2018).

Para o polimero TC-IPDMBI-MIP, um segundo evento de decomposi¢ao
€ observado na faixa de 80-240 °C, com perda de massa de 6,39% nesta faixa
de temperatura, sendo atribuido a decomposic¢ao térmica da TC (CERVINI et al.,
2016).

Na faixa de temperatura de 220 °C a 420 °C, todos os polimeros
apresentam um evento com perda de massa significativa de 39,39% para TC-
IPDMBI-MIP, 45,14% para IPDMBA-MIP e 32,96% para IPDMBA-NIP, com taxa
de perda maxima em 374,63 °C, 360,49 °C e 308,86 °C, respectivamente, que
pode ser atribuido a decomposig¢ao da cadeia polimérica (GAO et al., 2020; LV
et al., 2012; SUQUILA; OLIVEIRA; TARLEY, 2018).

Um ultimo evento é observado para todos os polimeros na faixa de 390
°C a 480 °C, com taxa de perda maxima em 443,71 °C, 419,78 °C e 428,66 °C,
com perda de massa de 37,58%, 37,80% e 56,06% para TC-IPDMBI-MIP,
IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP, respectivamente, podendo ser atribuido a
descarboxilagdo dos segmentos do EGDMA (SUQUILA; OLIVEIRA; TARLEY,
2018). As percentagens residuais obtida para os polimeros TC-IPDMBI-MIP,
IPDMBA-MIP e IPDMBI-NIP foram de 14,02%, 15,38% e 9,47%,

respectivamente.
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Figura 34. Curvas termogravimétricas TG (esquerda) e derivada DTG (direita)
dos polimeros TC-IPDMBI-MIP, IPDMBA-MIP e IPDMBI-NIP. Condicbes
experimentais: vazao de N2 a 20 mL min-' e taxa de aquecimento de 10 °C min-"’
a 900 °C.
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5.2.5 Analise Elementar CHN

A taxa de incorporagao do monémero, IPDMBI, e do agente de ligagao
cruzada, EGDMA, nos polimeros IPDMBA-MIP e IPMDBA-NIP foi avaliada
utilizando analise de elementar de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N).
Os resultados obtidos pela analise mostraram que o teor de C, H, e N no
IPDMBA-MIP foram 57,08%, 7,12% e 0,34%, respectivamente, e para o IPDMBI-
NIP foram 57,68% de C, 6,90% de H e 0,85% de N. A composicédo percentual
dos reagentes nos polimeros (% em mmol) foi determinada a partir de calculos
estequiométricos demonstrados a seguir.

Para a sintese do IPDMBA-MIP foram adicionados no total 26,24 mmol
(100%) de reagentes, sendo 1,24 mmol (4,73%) do produto TC-IPMDBI e 25
mmol (95,27%) do agente reticulante EGDMA.

Para o IPDMBA-MIP a quantidade final de IPDMBA, em mmol, foi obtida

a partir do calculo de Ntwtoal (Mmol) considerando 1 g de polimero:

0,34% 1molN

100% = 14 g
1 mol IPDMBA

IPDMBA = 0,243 mmol Niytq X Tmol N = 0,243 mmol IPDMBA

De modo similar, foi calculado a quantidade de Ctta (mmol) e a

Niotar = 1 g (pol.) x = 0,243 mmol Niyiap

quantidade de C referente ao IPDMBA (Cirpmsa) €, por diferenga, foi encontrado

a quantidade de C referente ao EGDMA (Cecbma):
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57,08% 1molC

Crotar = 1 g (pol.) x T00% * 12 7 = 0,048 mol Cipta;
12 mols C
Cippmpa = 0,243 mmol IPDMBA x T ol IPDMBA — 2,92 mmol

Cgcpma = 0,048 — 2,92 mmol = 0,0451 mmol

A fragcdo de EGDMA (mmol) foi obtida a partir da quantidade de C presente

no agente reticulante:

1 mol EGDMA
EGDMA = 0,0451 mmol C x = 4,51 mmol
10 mols C

A % de conversao de cada reagente foi obtida conforme segue:

%IPDMBA = 0,243 mmol 100 = 5,11 %

0 = 0,243 mmol IPDMBA + 451 mmol EGDMA ~ >~ 7°
4,51 mmol

%EGDMA = x 100 = 94,89 %

0,243 mmol IPDMBA + 4,51 mmol EGDMA

Para o IPDMBA-NIP os calculos foram feitos de modo semelhante.

A Tabela 3 apresenta as % em mmol iniciais e apds a polimerizacdo dos
reagentes utilizados na sintese. Como pode ser observado, todo o produto TC-
IPDMBI, ou seja, todo mondmero funcional foi convertido durante a sintese do
IPDMBA-MIP. Embora o IPDMBA-MIP tenha uma porcentagem molar de
mondémero menor que o NIP, isso ndo interfere na capacidade de adsor¢ao do
polimero. Além disso, é possivel observar uma elevada quantidade de agente
reticulante nos polimeros, principalmente no IPDMBA-MIP. A presenca de maior
quantidade agente reticulante no IPDMBA-MIP é altamente recomendavel para
evitar o efeito de inchamento em experimentos de coluna. Portanto, como sera
demonstrado posteriormente, mesmo o IPDMBA-MIP contendo baixa
quantidade de monémero funcional e maior reagente de reticulagéo teve maior
capacidade de adsorcao e seletividade para TC em comparagao com IPDMBA-
NIP.
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Tabela 3. Determinagao da porcentagem molar de IPDMBA e EGDMA nos
polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP a partir da analise elementar.

Polimero (%mol) Polimerizacao
Antes Depois
IPDMBA- IPDMBI 4,7 51
MIP EGDMA 95,3 94,9
IPDMBA- IPDMBI 7,4 13,2
NIP EGDMA 92,6 86,8

5.3 PONTO DE CARGA ZERO (PCZ) E EFEITO DO PH NA ADSORGAO DE TETRACICLINA

O ponto de carga zero (PCZ) é definido como o valor de pH no qual a
carga superficial do material adsorvente é zero ou neutro, ou seja, quando as
cargas positivas e negativas estdao em equilibrio. A determinagao do pHprcz de
materiais adsorventes € uma caracterizacdo importante, visto que este valor
permite prever a carga superficial do material ao longo de uma faixa de pH. O
material pode apresentar carga superficial positiva quando em solu¢gdes com
valores de pH menor que o pHpecz, ou carga negativa para solugdes com valores
de pH superior ao pHpcz (HAMI et al., 2019; MOHAMMED; KAREEM, 2019).

Os resultados experimentais para a determinacdo do pHpcz sao
apresentados na Figura 35, em que o diagrama a direita de cada grafico
representa a carga superficial do material de acordo com a variagao do pH. De
acordo com estes resultados, o pHpcz para os materiais IPDMBA-MIP e
IPDMBA-NIP sao 6,24 e 5,47, respectivamente. Portanto, para solugbes com pH
abaixo do pHrcz, os polimeros apresentaram uma carga superficial positiva,
enquanto solugdes com pH superior ao pHprcz faz com que os materiais adquiram
carga superficial negativa. A presenga de grupos amino (NH2) na superficie do
IPDMBA-MIP, formados apds a clivagem térmica pela quebra da ligagéao uretana
formada entre a TC e o IPDMBI, possivelmente causa um aumento do valor do

pHpcz para este material.
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Figura 35. Determinag&o do pHrcz para (A) IPDMBA-MIP e (B) IPDMBA-NIP em

KCI 0,1 mol L". Os pontos correspondem a média das replicatas (n=3) com seus
respectivos desvios padréo (+DP).
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O pH da solugao é considerado um dos fatores mais importante que
afetam os processos de adsorc¢do, devido a sua influéncia nas propriedades
superficiais do material adsorvente e no grau de ionizagdo das espécies do
analito (MOHAMMED; KAREEM, 2019; SOORI et al., 2016).

A especiagao quimica das TCs em fungcado do pH da solugdo € muito
importante para o processo de adsorgdo. Esses antibidticos sdo compostos
anfoteros com varios grupos funcionais ionizaveis. A TC apresenta diferentes
espécies ibnicas dependendo do pH da solucdo, conforme apresentado na
Figura 36, com trés centros de dissociagao de prétons (Figura 30): em C1-C3
sistema tricarbonilamida (pKa 3,3), O10 e O12 no sistema dicetona fendlico (pKa
7,7) e em C4 grupo dimetilamdnio (pKa 9,7), além de duas regides cromoforas,

separadas uma da outra pelo -OH12a. Devido a estas dissocia¢des acidas, a TC
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forma 4 séries de espécies ibnicas: uma espécie catidnica (TCHs*) em solugao
com pH abaixo de 3,3, devido a protonagao do grupo dimetilamonio; em solugao
com pH entre 3,3 e 7,7, ttm-se uma espécie zwitteribnica (TCH2*), devido a
perda de prétons do sistema dicetona fendlico, uma espécie anibnica
monovalente (TCH") aparece em solugdo com pH entre 7,7 e 9,7; para solugao
com pH superior a 9,7, prevalecera a espécie anidnica divalente (TC%), devido a
perda de protons dos sistemas dicetona fendlico e tricarbonilamida (ANTON-
HERRERO et al, 2018, MOHAMMED; KAREEM, 2019; PRARAT,;
HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL, 2020; SANCHEZ-POLO et al., 2015; SOORI
et al., 2016).

Figura 36. (A) Distribuigdo das espécies da TC em fung¢ao do pH. (B) Estrutura
quimica da TC e (C) Estrutura quimica das espécies i6nicas da TC associadas
aos valores de pKa.
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Fonte: Adaptado de (PRARAT; HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL, 2020; SANCHEZ-POLO et al.,
2015)

O efeito do pH na adsorcdo de TC pelos materiais IPDMBA-MIP e
IPDMBA-NIP, apresentado na Figura 37, foi estudado fixando-se a concentragéo
de TC em 50 pmol L' sob solugbes com pH na faixa de 3 a 9, sem uso de
tampao. Como observado, a TC € adsorvida em toda a faixa de pH estuda para
ambos os materiais, com uma maior eficiéncia de adsorg¢ao para o IPDMBA-MIP,
demonstrando que este processo se baseia em interagdes especificas entre a
TC e o material. A maior adsor¢cao de TC pelo IPDMBA-MIP possivelmente
ocorre pela presenga de sitios de ligacdo especifica neste material, e esta
adsorcao € independente dos dados texturais, uma vez que o IPDMBA-MIP
apresenta uma area superficial especifica menor que o IPDMBI-NIP
(MENDONCGCA et al., 2020).
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Figura 37. Efeito do pH e possiveis mecanismos de adsorgédo da tetraciclina
usando os polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP. Condigbes: 10 mg de
material, 5 mL de TC 100 umol L', 2 minutos agitagéo. Leitura do sobrenadante
no sistema BIA-AD: 200 pL amostra, 123 uL s, 1,2 V, tamp&o fosfato 0,1 mol L-
' (pH 2,5). Os pontos correspondem a média das replicatas (n=3) com seus
respectivos desvios padréo (+DP).
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Como €& mostrado na Figura 37, a medida que se aumenta o pH da
solucao de 3 para 5, a capacidade de adsorgdo aumenta, atingindo um maximo
de adsorgao em pH 5 (81,0%) e, posteriormente, a adsor¢ado diminui com o
aumento do pH, passando de 81,0% para 63,1% em pH 9. Dessa forma, pode-
se concluir que a adsorcdo da TC pelo IPDMBA-MIP apresenta uma
dependéncia do pH da solugdo, podendo atribuir estes resultados as
caracteristicas estruturais moleculares da TC e dos grupos funcionais na
superficie do IPDMBA-MIP.

Considerando que o pHpcz do IPDMBA-MIP foi de 6,24, Figura 35A, sua
superficie pode estar positiva em solugdo com pH abaixo de 6,24, atribuindo a

carga positiva a presenga de grupos amino (-NHz) na superficie do material
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impresso, e que este polimero apresentou uma regido tamponante de pH 6,24
até aproximadamente pH 9,0, conforme a reagao a seguir:
IPDMBA—NH3+ + OH" IPDMBA-NH, + H,O e

Assim, dentro da faixa de pH estudada, interacbes eletrostaticas
repulsivas podem existir quando:

e pH < 3,3: a TC estara na sua espécie catidnica (TCHs") (Figura
36A) e a superficie do material estara carregada positivamente
(IPMDBA-MIP™);

e pH>9,0 (regido tamponante): presenca da espécie anidnicada TC
(TCH ou TC?%) (Figura 36A) e o material terd sua superficie
carregada negativamente (IPMDBA-MIP-).

Entretanto, a maior adsor¢ao de TC no IPDMBA-MIP ocorreu em pH 5,0,
e nestas condi¢des a TC esta aproximadamente 100% na sua forma zwitteribnica
(TCH2*) (Figura 36A), com auséncia de qualquer carga elétrica por quase toda
molécula, o que resulta em baixas interagdes eletrostaticas, sejam elas atrativas
ou repulsivas, entre a TC e o IPDMBA-MIP. Portanto, infere-se que interacdes
eletrostaticas ndo é o mecanismo principal de adsor¢ao da TC no IPDMBA-MIP.
Essa sugestao corrobora com o fato de o IPDMBA-MIP adsorver em solugdes
com pH abaixo de 3,3 e acima de 6,24, mesmo existindo interagdes eletrostaticas
repulsivas entre as moléculas de TC e o material (ZHANG et al., 2015). Assim,
estes resultados indicam que o mecanismo principal de adsor¢cdo da TC no
IPDMBA-MIP seja via complexacao de superficie (MOHAMMED; KAREEM,
2019; ZHANG et al., 2015). Resultados semelhantes foram relatados para a
adsorcao de TC em nanocompdésito de oxido de grafeno-silica magnética amino
funcionalizado (PRARAT; HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL, 2020), 6xido de
grafeno magnético funcionalizado com acido nitriloacétrico (LI et al., 2017),
casca de pistache revestida com nanoparticulas de Oxido de zinco
(MOHAMMED; KAREEM, 2019), silica SBA15 funcionalizada com grupos
aminos e Fe3* (ZHANG et al., 2015), entre outros.

Baseado na estrutura da TC e nos grupos funcionais presentes na
superficie do IPDMBA-MIP, interagdes nao eletrostaticas como forgas atrativas
de van der Waals, ligacdes de hidrogénio entre moléculas de TC e com a

superficie do material impresso, interagdes 1- 1, podem contribuir e ajudar a



136

explicar o mecanismo de adsorgé&o via complexacgao de superficie (ERSAN et al.,
2015; Ll et al., 2017; MOHAMMED; KAREEM, 2019; ZHANG et al., 2015; ZHAO
et al., 2011). Sugestdes de possiveis mecanismos de adsor¢do sao
apresentados na Figura 37.

Sabe-se que as TCs podem assumir diferentes conformagdes em
solugdo, bem como no estado sodlido. Essas conformagdes dependem da
natureza do solvente, da posicdo e da natureza dos substituintes, da
coordenagao do metal, e estes fatores tem forte influéncia no comportamento
farmacocinético destes antibiéticos (AGUILAR-GARCIA et al., 2016). Em
solucdes acidas ou neutras, a TC assume uma conformacgao torcida, devido a
forte repulsao existente entre o grupo dimetilamonio protonado (C4) e 0 -OH12a,
ao passo que em solugdes basicas, uma conformacdo do tipo “cadeira
estendida” seja adotada pois C1, C2, C3 e o carbono amida ficam acima do plano
do anel BCD (Figura 30 e Figura 36B). Em ambas as situag¢des, as conformacgdes
permitem uma ligacao de hidrogénio entre os grupos N4 e -OH12a (AGUILAR-
GARCIA et al., 2016; BOJCZUK et al., 1993). Assim, estas conformacdes
permitem que ocorra ligagées de hidrogénio entre os grupos polares da TC
(grupos hidroxila e amida) e o grupo NHs* presente na superficie do IPDMBA-
MIP (AGUILAR-GARCIA et al., 2016). Contudo, em solucdes basicas, essas
ligacbes de hidrogénio especificas competem com as forgas repulsivas entre
C12-O- e a carga negativa presente no material (AGUILAR-GARCIA et al., 2016).
Ainda, as ligacdes de hidrogénio podem ocorrer entre os grupos hidroxila e
amina da TC e os grupos funcionais contendo oxigénio (principalmente hidroxila
e carbonila) do IPDMBA-MIP e de outras moléculas de TC (LI et al., 2017;
PRARAT; HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL, 2020).

A presenca do grupo amino em C4 na molécula de TC (Figura 30 e Figura
36B) e a facilidade de protonagdo deste grupo, pode também favorecer a
adsorcao da TC pelo IPMDBI-MIP. Isso porque, pode haver interagdes entre C4-
NH(CHs)2* da TC e elétrons 1 do IPDMBA-MIP ou TC (Figura 11B). O IPDMBA-
MIP também apresenta grupos aminos em sua superficie que podem ser
facilmente protonados, proporcionando a mesma interagao. Logo, podera haver
interacbes cation-elétrons 1 entre grupo amino protonado e estruturas
ricas em elétrons 11. Além disso, interagcdes 1T-1m1 também podem ocorrer, como

por exemplo, entre os elétrons 11 dos anéis aromaticos presentes nas estruturas
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da TC e do IPDMBI (LI et al., 2017; PRARAT; HONGSAWAT; PUNYAPALAKUL,
2020; PRIYA; RADHA, 2017).

Os resultados e a discussao aqui apresentados, sugerem que a adsorgao
de TC seja fortemente dependente do tipo de grupos funcionais presentes na
superficie do material adsorvente, e a presenga de grupos com nitrogénio
favorecem essa adsorcao. A literatura reporta que materiais que contenham
grupos funcionais com nitrogénio, como por exemplo 0s grupos aminos,
favorecem a adsorcdo de residuos farmacéuticos, devido forte capacidade
quelante desses grupos (LI et al., 2017, 2018b; PRARAT; HONGSAWAT;
PUNYAPALAKUL, 2020).

Foi estudado também se o meio tamponado influenciaria na adsorgao de
TC pelos polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP, conforme apresentado na
Figura 38. Com o meio tamponado foram obtidas baixas percentagens de
recuperacao, comparado ao meio sem tampao. Estes resultados podem ser
explicados devido a uma adsor¢cdo competitiva entre os ions presentes em
solucdo e a TC nos diferentes sitios ativos do material. Para o preparo do tampéao
Britton-Robinson (BR), sédo utilizados volumes adequados da solugéo padréo de
acido bdrico, acido acético e acido fosforico, que em solugao formam os anions
BOs%, COO- e PO4*, respectivamente. Em solugdo, esses ions podem se ligar
aos grupos NHs* presentes na TC e no IPDMBA-MIP, prejudicando a adsorgéo
da TC pelo material. A alta carga de valéncia dos ions também pode ser um fator
que prejudica a adsorcdo da TC, pois estes possuem um maior raio idnico e
ocupam mais sitios ativos. Além disso, a literatura também reporta que a TC tem
alta tendéncia em formar complexos com ions soluveis em agua, especialmente
os mono e divalentes, como € o caso do COO- (PRARAT; HONGSAWAT;
PUNYAPALAKUL, 2020; SOORI et al., 2016; WEI et al., 2019; ZHU et al., 2020).
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Figura 38. Efeito do pH em meio tamponado (tamp&o BR 0,01 mol L") na sorgéo
de tetraciclina usando os polimeros IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP. Condigdes: 10
mg de material, 5 mL de TCs 50 umol L', 2 minutos agitagdo. Leitura do
sobrenadante no sistema BIA-AD: 200 pyL amostra, 123 pL s, 1,2 V, tampao
fosfato 0,1 mol L! (pH 2,5). Os pontos correspondem a média das replicatas
(n=3) com seus respectivos desvios padréo (£DP).
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5.4 ESTUDO DO EFEITO DE IMPRESSAO

A finalidade do estudo do efeito de impressao € avaliar se o material
impresso sintetizado com a MM apresenta sitios adsortivos seletivos para o
analito em questdo, em comparagcdo com o material controle ndo impresso
(MARESTONI et al., 2013). Esse efeito de impressé&o é avaliado a partir dos
coeficientes de distribuicao (Kd), seletividade (k) e seletividade relativa (k’). Os
valores de Kd fornecem o grau de retencao do analito e da molécula interferente
nos polimeros impresso (MIP) e ndo impresso (NIP). Para indicar o efeito de
impressao, espera-se que o MIP apresente um valor de Kd maior que do NIP.
Entretanto, como estes valores podem estar associados as propriedades
texturais do polimero e ndo apenas ao efeito de impressao quimica, faz-se
necessario avaliar também os coeficientes de seletividade e seletividade relativa.
Assim como o Kd, quanto maior o valor de k, maior a capacidade de adsorcao
do analito comparado ao interferente. Como este também n&o deve ser

analisado isoladamente, o k' também precisa ser considerado. Assim, quando se
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compara o k do MIP em relacédo k do NIP e essa razéo foi maior que 1, tem-se
entado a confirmacgao do efeito de impressdo (MARESTONI et al., 2013).

Para comprovar o efeito de impressao, foram realizados estudos de
adsorcdo com o |IPDMBA-MIP e seu material controle [IPDMBI-NIP.
Clorotetraciclina (CTC), oxitetraciclina (OTC) foram selecionados por serem
analogos estruturais da molécula de TC e pertencerem a familia das TCs,
enquanto as moléculas de paracetamol (PAR), sulfametazina (SMZ) e
sulfadiazina (SDZ) foram escolhidas por apresentarem estrutura com tamanho e
grupos funcionais similares a TC, bem como por serem medicamentos que
podem estar presente nas amostras reais (CHEN et al., 2009; DAI et al., 2012;
GAO et al., 2020; WU et al., 2018a, 2018b; ZHAO et al., 2014). A estrutura
quimica dos interferentes estdo apresentados na Figura 39.

Figura 39. Estrutura quimica das moléculas (A) oxitetraciclina (OTC), (B)

clorotetraciclina (CTC), (C) paracetamol (PAR), (D) sulfadiazina (SDZ) e (E)
sulfametazina (SM2).
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Foram determinados os coeficientes de distribuicdo (Kd), Figura 40,
seletividade (k) (dados nédo apresentados) e seletividade relativa (k’), Figura 41,
em que estes foram obtidos a partir das solugdes binarias de TC:molécula
interferente com concentragdo de 1 mg L' do analito e da molécula interferente.

Analisando os valores Kd para TC:PAR, Figura 40, observa-se que o
IPDMBA-MIP adsorve muito mais TC e menos PAR quando comparado ao
IPDMBI-NIP. Para as misturas binarias TC:SDZ e TC:SMZ, observa-se que o
IPDMBA-MIP adsorveu mais SDZ e SMZ e menos a TC, apesar do IPDMBI-NIP
adsorve ainda mais SDZ e SMZ que TC. Tal fato pode ser explicado,

considerando que SDZ e SMZ possuem coeficiente de particdo n-octanol/agua
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(log Kow) de -0,09 e 0,89, respectivamente, sendo esses valores maior que o log
Kow para a TC (-1,40) (CONDE-CID et al., 2020; REGITANO; LEAL, 2010). O
maior valor desse coeficiente indica que as sulfonamidas SDZ e SMZ possuem
menor afinidade com agua e, portanto, podemos inferir que estabelecem
facilmente ligagdes com os sitios disponiveis no polimero (CASARIN et al.,
2018). No entanto, vale ressaltar que, embora maiores valores de Kd tenha sido
observado para SDZ e SMZ, isso n&o implica em maior seletividade para essas
moléculas. A seletividade do IPDMBA-MIP em relacéo ao IPDMBI-NIP deve ser
avaliada pelo coeficiente k’, quando este possui valor maior que 1,0
(MARESTONI et al., 2013). Assim, os dados apresentados mostram que o
IPDMBA-MIP possui sitios seletivos para TC, pois mesmo as moléculas
interferentes possuirem estruturas e grupos funcionais semelhantes a TC, houve
uma adsorc¢ao preferencial da TC.

Para os analogos estruturais da TC, OTC e CTC temos um k'’ muito
proximo de 1,0 (Figura 41). Tal fato pode ser explicado devido a similaridade
estrutural entre as moléculas, exceto pelos atomos de hidrogénios nos carbonos
C-7 e C-5 serem substituidos por cloro e hidroxila para CTC e OTC,
respectivamente. Assim, podemos concluir que o IPDMBA-MIP apresenta efeito
de impresséao para a TC, bem como para seus analogos estruturais da familia
das TCs, indicando que os sitios seletivos da superficie sdo complementares em
forma, tamanho e distribuicdo espacial as moléculas. Essa é uma caracteristica
comum para polimeros impressos para TCs, devido a forte semelhanca no
arranjo funcional dos grupos e do tamanho tridimensional dessas moléculas
(CHEN et al., 2009; DAI et al., 2012, 2014a; GAO et al., 2020; HU et al., 2008;
LU et al., 2020; MIRZAEI et al., 2013).
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Figura 40. Parametro relacionado ao efeito de impressao (Kd), na adsorgéo
binaria para os sistemas (A) TC/PAR, (B) TC/SDZ, (C) TC/SMZ, (D) TC/OTC e
(E) TC/CTC. Condigdes experimentais: 10,0 mg de cada polimero, concentragéo

de 1,0 mg L' e agitagdo por 15 minutos.
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Figura 41. Percentagem de incremento na seletividade, relacionado ao efeito de
impressao (k’), na adsorcao binaria dos sistemas TC/PAR, TC/SDZ, TC/SMZ,
TC/OTC e TC/CTC. Condigdes experimentais: 10,0 mg de cada polimero,
concentragéo de 1,0 mg L' e agitagdo por 15 minutos.
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5.5 CINETICA DE ADSORCAO DE TETRACICLINA NOS PoLIMEROS IPDMBA-MIP E
IPDMBA-NIP

O estudo cinético de adsorcao exerce uma fungdo importante para se
compreender o mecanismo de adsorcao entre adsorvente e adsorvato e etapas
limitantes do processo, além de determinar o tempo minimo de contato para que
se atinja o equilibrio entre as fases liquida e sdlida (DAI; LI; SHAN, 2020; ZANG
et al.,, 2019). Assim, o efeito do tempo de adsor¢do de TC pelos materiais
IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP foram avaliados e seus perfis cinéticos sao

apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Estudo da influéncia do tempo de contato da TC com os polimeros
IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP.
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E possivel observar que ambos os polimeros apresentam um perfil
cinético similar, com um rapido aumento da adsorgéo de TC pelos materiais logo
na fase inicial do processo, seguido de uma diminui¢do da taxa de adsorgéo a
medida que o numero de sitios ativos livres diminuiam até que o equilibrio foi
alcangcado em 15 minutos, com capacidade de adsorgéo, nessas condigdes, de
30,19 mg g' e 27,09 mg g' para o IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP,
respectivamente. Este comportamento cinético é tipico de processos de
adsorcdo que geralmente dependem do numero de locais de adsorcéo
disponiveis no material adsorvente. Além disso, pode atribuir-se a rapida taxa de
adsorcdo ao tamanho dos poros, que aumentam a transferéncia de massa
interna no processo de adsorgao, e a presenga de grupos funcionais dentro dos
poros que podem fornecer locais de ligacao (CHEN et al., 2017a).

A alta adsor¢cao de TC no IPDMBA-NIP neste estudo, comparado ao
estudo anterior (Estudo do pH, sessédo 5.4) pode ser explicado devido a uma
possivel influéncia do tipo de agitacdo e da area superficial do material, pois
apesar de a velocidade de agitagédo da mesa agitadora usada neste estudo ser
menor que a do vortex (Estudo do pH, sesséo 5.4), o tempo de contato entre a
solugdo e o material € maior e mais homogéneo e, devido a sua alta area
superficial (206,12 m?g"), a adsorgdo nio-especifica é favorecida, ja que ainda

assim apresenta um Qe menor que o do IPDMBA-MIP.
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Comparado com alguns métodos relatados na literatura para polimeros
impresso para TC, que exigiam alto tempo de equilibrio de adsorgao (exemplo,
100 min (DAl et al., 2012), 60 min (GAO et al., 2020), 30 mi (LI et al., 2018a), 88
min (MA et al., 2020), 480 min (NIU et al., 2016)), a taxa de adsorgéo de IPDMBA-
MIP é melhor, indicando que os sitios impressos especificos de IPDMBA-MIP
reduzem a resisténcia a transferéncia de massa, tornando o TC mais facil de ser
reconhecido (ZHOU et al., 2020). Portanto, o IPDMBA-MIP mostra-se mais
vantajoso visto que a rapida adsorgéo associada ao alcance do equilibrio em um
curto periodo, evidencia a eficiéncia do material para a adsorcdo de TC.
Resultados similares, em termos de tempo de equilibrio e perfil cinético podem
ser encontrados na literatura (DAI; LI; SHAN, 2020; YU; MA; HAN, 2014).

A fim de investigar o mecanismo de adsor¢ao e sua etapa limitante que
incluem transferéncia de massa e processo de reacado quimica, foram aplicados
aos dados cinéticos, os modelos nao-lineares de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem (PPO e PSO), e os modelos lineares de Elovich e Difusédo
Intraparticula. Os modelos de PPO e PSO sao os modelos cinéticos de sorgcéo
mais empregados para a descri¢do de processos adsortivos, pois estes modelos
preconizam que a ordem de uma reacado depende da taxa de ocupacgao dos
poros do adsorvente (HO, 2006; HO; MCKAY, 1999; MA et al.,, 2019;
NASCIMENTO et al., 2020; PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009). Os
ajustes dos modelos cinéticos aos dados experimentais estdo apresentados nas
Figura 43 a Figura 45. As constantes cinéticas de adsorgdo e os valores de
regressao linear para os quatro modelos aplicados, bem como os parédmetros

cinéticos sao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros cinéticos calculados para adsor¢ao de TC nos polimeros
IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP aplicando os modelos nao-lineares de pseudo-
primeira e pseudo-segunda ordem, e os modelos lineares de Elovich e Difuséo
Intraparticula. Dados: Qe(experimental): 30,19 mg g' e 27,09 mg g' para IPDMBA-
MIP e IPDMBA-NIP, respectivamente.

Modelo Parametro Polimeros
IPDMBA-MIP IPDMBA-NIP
ki (minT) 0,56 0,35
0 - QPZO_ iy Qe (mgg™") 29,96 27,69
T R? 0,81 0,89
PSO k2 (g mg™' min") 0,03 0,02
Qe Qe (mg g) 31,86 29,8
%=+ D R? 0,95 0,96
Elovich a(min"mgg) 134,18 6,07x10%° 52,36 2,74x10"
" . B (gmg™) 0,19 1,67 0,18 1,39
G g gt R? 097 082 097 091
Difusdo C(mgg) 919 25,23 6,38
Intraparticula  kic (mg g min'"2 7,27 1,26 6,34
Qr = kigt'/2+C R2 0,98 0,99 0,97

PPO= modelo cinético de pseudo-primeira ordem; PSO= modelo cinético de pseudo-segunda
ordem; Qe= quantidade de TC adsorvida no tempo de equilibrio; K1= constante de pseudo-
primeira ordem; K2= constante de pseudo-segunda ordem; a = taxa de velocidade inicial de
sorgao; B = constante relacionada com a extensao da superficie da cobertura e a energia de
ativacao; Kid = coeficiente de difusédo interno; C = constante relacionada com a espessura da
camada limite.

Conforme expostos na Tabela 4, baseado no alto coeficiente de
determinagdo (R?) e na proximidade entre a capacidade adsortiva (Qe)
experimental e a prevista pelos modelos, os resultados sugerem que o modelo
cinético de PSO foi predominante e descreve melhor o processo de adsorcao de
TC para ambos os polimeros. Estes resultados indicam a presenca de sitios
energicamente diferentes e que a taxa de adsorcgéao foi controlada principalmente
por quimissorcao, devido a diferentes interacdes que podem ocorrer entre a
superficie dos materiais e a TC como ligagbes de hidrogénio, interagdes 1T-1 e
cation-11, entre outras descritas anteriormente no estudo de pH (CHEN et al.,,
2017a; DAl et al., 2014a; LI et al., 2018a; WU et al., 2018a; ZHAO et al., 2014).

Ademais, o bom ajuste dos dados experimentais ao modelo de Elovich, com a
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presenca de dois segmentos lineares (Figura 44) indicando sitios ativos
energicamente heterogéneos, corrobora com o melhor ajuste dos dados
experimentais ao modelo de PSO, visto que estes sdo modelos complementares
e preveem a adsorgdo ocorrendo em sitios com energias diferentes (AZIZIAN,
2004; NASCIMENTO et al., 2020; QIU et al., 2009; WU; TSENG; JUANG,
2009Db).

Figura 43. Modelos de cinéticos de adsorc¢ao (A) pseudo-primeira ordem e (B)
pseudo-segunda ordem para IPDMBA-MIP e, (C) pseudo-primeira ordem e (D)
pseudo-segunda ordem para IPDMBA-NIP.
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Figura 44. Modelos de cinéticos de Elovich para IPDMBA-MIP e IPDMBA-NIP.
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O modelo de Difusado Intraparticula apresentou bom ajuste a ambos os
materiais, apresentando trés etapas consecutivas para o IPDMBA-MIP e duas
para IPDMA-NIP. A primeira etapa (primeiro segmento linear, Figura 45) refere-
se a adsorc¢ao instantadnea devido a difusdo do analito para a superficie externa
do material adsorvente, enquanto a segunda etapa (segundo segmento linear,
Figura 45) refere-se a difusao intraparticula, etapa limitante do processo, em que
o analito adsorve-se no interior do material lenta e gradualmente. Por fim, tem-
se a terceira etapa (ndo apresentada na Tabela 4) indicando que a difusédo
intraparticula diminuiu devido a baixa presenca de sitios ativos livres e, portanto,
atingiu-se o equilibrio (KAJJUMBA et al., 2018; ZHAO et al., 2014).

O IPDMBA-NIP apresentou duas etapas consecutivas, sendo a primeira
(segmento linear, Figura 45) referente a adsorcdo do analito na superficie
externa do material, seguido pela etapa de equilibrio (n&o apresentado na Tabela
4). Os valores da espessura da camada limitante (C), apresentado na Tabela 4,
para ambos os materiais sdo diferentes de zero, indicando que a difusao
intraparticula n&o é o unico processo responsavel pela adsorgcédo de TC, pois esta
adsorcao também pode ocorrer na superficie do material. Ainda, o IPDMBA-MIP
apresenta espessura de camada limite maior do que o IPDMBA-NIP, sugerindo
assim a presenca de maior numero de locais de ligacdo na superficie externa
deste adsorvente (CASARIN et al.,, 2017; CHEUNG; SZETO; MCKAY, 2007;
OLIVEIRA et al., 2013; PRETE; TARLEY, 2019).
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Figura 45. Modelos de cinéticos de Difusdo Intraparticula para (A) IPDMBA-
MIP e (B) IPDMBA-NIP.
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Assim, os resultados aqui apresentados comprovam a presenca de locais
de ligacdo no IPDMBA-MIP e sugerem que a TC foi quimicamente adsorvida na
superficie do material, em sitios energicamente heterogéneos. Além disso, a
rapida cinética de adsor¢édo do IPDMBA-MIP mostra ser uma caracteristica

importante para o processo de adsorgao.

5.6 ISOTERMA DE ADSORGCAO DE TETRACICLINA NOS POLIMEROS IPMDBA-MIP E
IPDMBA-NIP

Uma isoterma de adsorcao representa a relacdo de equilibrio entre a
concentracao de adsorvato na fase liquida e na superficie do adsorvente em uma
determinada condicdo. A partir dos resultados desse estudo, € possivel conhecer
a capacidade maxima de adsorcao do material adsorvente, bem como obter
informagdes a respeito da interagdo entre adsorvato e adsorvente (AGARRY;
OGUNLEYE, 2014; BERGMANN; MACHADO, 2015).

As isotermas de adsor¢cdo obtidas para os polimeros IPDMBA-MIP e
IPDMBA-NIP estdo apresentadas na Figura 46A e B, respectivamente. Aos
dados experimentais, foram aplicados os modelos nao lineares de Langmuir,
Freundlich e Langmuir-Freundlich para um e dois sitios de adsorcao, a fim de
obter informacgdes sobre a presenca de sitios de ligacdo, bem como elucidar o
fendmeno adsortivo. Os parametros ajustados pelos modelos néo lineares de
isotermas aplicados estao dispostos na Tabela 5. Cabe salientar que este estudo
foi realizado na faixa de concentragdo de TC de 10 a 3000 ymol L' (4,44 mg L™’
a 1,33 g L"), e que concentragdes acima de 3000 pmol L' (1,33 g L*') ndo foram
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utilizadas devido a sua precipitagdo em solugado aquosa, n&o atingindo, portanto,
a saturacgao das isotermas.
Figura 46. Isotermas de adsorg¢do de TC nos polimeros (A) IPMDBA-MIP e (B)

IPDMBA-NIP e ajuste aos dados empregando os modelos nao lineares de
Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freundlich para 1 e 2 sitios.
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Para o IPDMBA-MIP, conforme dados apresentados na Tabela 5, o
modelo de isoterma de Langmuir-Freundlich para 2 sitios apresentou o melhor
ajuste aos dados experimentais, considerando o valor de coeficiente de
determinagdo (R?) mais préximo de um e o menor valor de qui-quadrado (x?),
bem como, a quantidade maxima de TC adsorvida pelo polimero

experimentalmente (Qe, exp= 76,74 mg g -') encontra-se proxima ao valor predito
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pelo modelo, determinado pela somatoria dos parametros b1 e b2 (Qe, ca= 86,13
mg g -'). Observa-se também, que ocorreu no sitio de maior afinidade (K=
0,0829 L mg™") uma menor adsorgdo de TC (b2= 21,3859 mg g'), enquanto o
sitio de menor afinidade (K1= 0,0089 L mg™') uma maior adsorgéo (b1= 64,7462
mg g'). Tal fato pode ser explicado considerando que, no sitio de maior afinidade
esteja presente o grupo amino na superficie do IPDMBA-MIP formado apds a
clivagem e que sua menor adsor¢ao se deve a uma menor quantidade desses
sitios presentes no material. A alta intensidade de adsor¢do desse sitio (n2=
7,2853) pode ser oriunda de interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio entre o
material IPDMBA-MIP e a TC, vista que esse tipo de interagao € mais forte que
as demais que podem ocorrer entre o material e a molécula (como interagdes -
T e catio- 11, entre outras descritas anteriormente no estudo de pH). Assim,
considera-se que a maior adsorgcdo ocorra nos sitios de menor afinidade, pois
houve uma maior quantidade de sitios capazes de fornecer interagcbes mais
fracas entre a superficie do material e a TC, visto que a intensidade de adsorcgao
desses sitios é baixa (n1=0,7029).

Em contrapartida, para o IPDMBA-NIP, os modelos de isoterma de
Langmuir-Freundlich para 1 e 2 sitios apresentaram bom ajuste, sendo que o
modelo para 1 sitio apresentou um valor de coeficiente de determinagdo (R?)
maior (0,9979) e um valor de qui-quadrado (x?) mais baixo (1,4437). Os
parametros obtidos para o modelo de Langmuir-Freundlich para 2 sitios
apresentaram os mesmos valores do modelo de 1 sitio. Tais resultados nos
mostram que o material possui sitios com mesma afinidade pela TC, nos
remetendo a ndo impressdao do material, e que nestes sitios ajam apenas
interacdes fracas entre a superficie do material e a TC. Estes resultados
demonstram novamente que o IPDMBA-MIP possui efeito de impressao quimica,
com a presenga de locais de ligagdo heterogéneos devido a formacdo de
complexos pré-polimerizagcédo entre MF e MM (UMPLEBY et al.,, 2004;
YESILOVA et al., 2018). Ainda, o IPDMBA-MIP possui sitios com intensidade de
adsorcao muito superior ao do IPDMBA-NIP. Assim, devido a contribuigao dos
sitios de ligagao especifica no IPDMBA-MIP este material tem uma capacidade
adsortiva maior que o IPDMBA-NIP.
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Tabela 5. Parametros calculados para os modelos nao lineares de Langmuir,
Freundlich, Langmuir-Freundlich para 1 e 2 sitios aplicados aos dados
experimentais no estudo de isoterma de adsorgédo da TC nos polimeros IPDMBA-
MIP e IPDMBA-NIP.

Modelo Parametro IPDMBA-MIP IPDMBA-NIP
KL (L mg™) 0,0321 0,0674
b (mgg™) 79,4141 46,0481
Langmuir
R? 0,9266 0,9321
X° 48,3751 47,8204
Kr (L mg™) 8,2289 7,1350
n 2,9098 3,1861
Freundlich
R?2 0,6285 0,5054
X° 244 ,8648 348,2495
K (L mg™) 0,0499 0,1253
Langmuir- b (mg g™ 70,4600 36,1120
Freundlich n 1,5290 1,6267
(1 sitio) R? 0,9824 0,9979
X 11,6226 1,4437
K1 (L mg™) 0,0089 0,1253
b1 (mgg™) 64,7462 18,0556
N+ 0,7029 1,6268
Langmuir-
K2 (L mg™) 0,0829 0,1253
Freundlich
b2 (mg g™) 21,3859 18,0556
(2 sitios)
n2 7,2853 1,6267
R? 0,9988 0,9918
X 0,8129 57747

K1,2- constante de equilibrio; K. - constante de Langmuir e Kr - constante de Freundlich:
parametros relacionados a afinidade adsorvente-adsorvato; b1,2 - capacidade maxima
de sorgao; ni,2- um parametro empirico relacionado a heterogeneidade da superficie do
adsorvente e com a intensidade de adsorcéao.

A Tabela 6 apresenta a quantidade maxima adsorvida em batelada para
o material adsorvente proposto (IPDMBA-MIP) em comparagdo com outros MIPs

para TCs. Observa-se que o IPDMBA-MIP apresenta uma capacidade maxima
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adsortiva superior aos outros materiais descritos na literatura. Além disso, os
resultados apresentados mostram que o IPDMBA-MIP possui o6timas
caracteristicas para ser empregado como material adsorvente em SPE.

Tabela 6. Comparagao da capacidade adsortiva de polimeros molecularmente
impressos utilizados para adsorcdo de TCs descritos na literatura.

Capacidade adsortiva

Material adsorvente i Referéncia
(mgg”)
MMINs 12,51 (DAl et al., 2012)
MHNTs-MIP 48,37 (DAl et al., 2014a)
MMINs 12,86 (DAl et al., 2014b)
MMIP NPs 40,48 (GAO et al., 2020)
HMIP@CD 6,93 (LI etal., 2018a)
MIP-SPME 2,35 (LU et al., 2020)
MPS/SiO2 42,30 (NIU et al., 2016)
(PIZAN-AQUINO et al.,

M-MIP 34,00 2020)

SpIMs 45,75 (WU et al., 2018b)
MINCMs 67,43 (WU et al., 2018a)
MIP@CD 0,535 (YANG et al., 2018)

MIP 11,90 (ZHAO et al., 2014)

MIP 16,44 (AGUILAR et al., 2020)

HMIP 8,95 (SUN et al., 2016)
IPDMBA-MIP 76,74 Este trabalho

MMINs: nanoparticulas superparamagnéticas impressas molecularmente; MHNTs-MIP: polimero
molecularmente impresso na superficie de nanotubos magnéticos de halloysite; MMIP NPs:
nanoparticulas magnéticas impressas molecularmente; HMIP@CD: polimero oco
molecularmente impresso suportado em quantum dots de carbono; MIP-SPME: microextragédo
em fase solida molecularmente impressa; MPS/SiO2: superficie de silica impressa
molecularmente; M-MIP; polimero magnético impresso molecularmente; SplMs:nanocompdésito
com membranas impressas a base de SiO2/pDA; MINCMs: Membranas de nanocompdsitos com
impressdo molecular com dominios de nanoestruturas de Janus; MIP@CD: carbon dots
impresso molecularmente; MIP: polimero impresso molecularmente; HMIP: polimero hidrofilico
impresso molecularmente; IPDMBA-MIP: poli(3-isopropenil-a,a-dimetilbenzil).

5.7 OTIMIZACAO DO POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO EM EXTRACAO EM
FASE SoOLIDA (MISPE) PARA EXTRACAO/PRE-CONCENTRACAO DE
TETRACICLINA

5.7.1 Estudo da Massa do Adsorvente IPDMBA-MIP na Pré-Concentracao de
Tetraciclina

A fim de avaliar a influéncia da massa do material adsorvente que
preenche o cartucho de SPE, foram estudados 50, 100 e 200 mg do material

IPDMBA-MIP. Inicialmente cada cartucho foi condicionado com 10 mL de agua
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ultrapura e, em seguida, foram percolados 20,0 mL de uma solug¢ao de 250 pmol
L' de TC em pH 5,0 com vazédo de 2,0 mL min”'. O efluente foi recolhido e
injetado diretamente no sistema BIA-AD. Cabe salientar que, com o intuito de
reutilizar o cartucho empacotado, foram percolados 50,0 mL de MeOH apds a
etapa de percolacdo da amostra de TC.

A Figura 47 apresenta a percentagem de adsor¢céo de TC no IPDMBA-
MIP empregando as diferentes massas estudas. Como pode-se observar,
aumentando a massa do material de 50 mg para 100 mg, ha um aumento na
percentagem (%) de adsorgdo de TC pelo polimero IPDMBA-MIP. Esse
comportamento pode estar relacionado com um aumento de sitios de ligacéo
para a TC com o aumento da massa do polimero (MARANATA; SURYA;
HASANAH, 2021; MENDONCA et al., 2020). Entretanto, a % de adsorgao torna-
se constante com o aumento da massa de 100 mg para 200 mg. Tal
comportamento pode estar relacionado com a dificuldade da amostra percolar
pelo sistema (MARANATA; SURYA; HASANAH, 2021).

Portanto, a partir dos resultados obtidos, a massa de 100 mg de IPDMBA-
MIP foi escolhida para estudos posteriores. Jing e colaboradores desenvolveram
um método MISPE-LC-MS/MS para determinagao de tragos de tetraciclinas em
amostras alimenticias em que descreveram o uso de 100 mg do polimero
sintetizado por eles na coluna de SPE (JING et al., 2009). Além disso, segundo
estudos presentes na literatura, o uso excessivo de massa do material
adsorvente em colunas de SPE devem ser evitados, pois podem gerar pressao
no cartucho, dificultando a passagem do analito pelo sistema, bem como o
excesso de material adsorvente pode gerar interagdes nao-especificas, ja que
outras substancias podem interagir com o material (MARANATA; SURYA;
HASANAH, 2021; MENDONCA et al., 2020).
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Figura 47. Efeito da adsor¢gdo de TC em fungdo da massa de adsorvente
IPDMBA-MIP. Condicdes experimentais: foram percolados 20 mL de uma
solugéo de 250 ymol L' e o efluente foi analisado no sistema BIA-AD.
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5.7.2 Estudo do Solvente de Eluicdo na Pré-Concentracéo de Tetraciclina

A escolha do tipo de solvente de eluicdo € uma importante etapa no
desenvolvimento de métodos MISPE, pois este afeta a eficiéncia de extragao ja
que deve espera-se obter altas percentagens de dessorg¢ao (eluicdo) dos
analitos evitando-se efeito de memodria no cartucho de SPE (MARANATA;
SURYA; HASANAH, 2021).

Para a otimizagao do solvente de elui¢gao, 100 mg de IPDMBA-MIP foram
empregados para preencher o cartucho de SPE, o qual foi condicionado com 10
mL de agua ultrapura e, em seguida, foram percolados 20 mL de uma solugao
de 250 ymol L' de TC em pH 5,0 com vaz&o de 2 mL min-'. Para eluigdo de TC
foram testados os solventes MeOH, ACN e acetona, bem como MeOH com 0,5%
de HAc. Vale ressaltar que solventes apolares nao foram avaliados devido a
baixa solubilidade do analito nesses solventes (ABRAO; MAIA; FIGUEIREDO,
2014). A eluigéao foi realizada empregando 5 mL de cada solvente estudado com
vazao de 2,0 mL min-'. O eluato foi recolhido, evaporado e recuperado em 5,0
mL de agua ultrapura e injetado no sistema BIA-AD. A Figura 48 apresenta a
percentagem de eluicdo de TC com os solventes estudados.

Como pode ser observado, MeOH apresentou maior percentagem de
eluicao (80,76%) quando comparado com ACN e acetona (69,93% e 53,85%,
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respectivamente). Esse comportamento pode ser explicado devido a alta
solubilidade da TC neste meio, bem como a natureza do solvente, uma vez que
MeOH é um solvente polar prético e possui alta capacidade de formar ligagdes
de hidrogénio com o analito. Quando HAc 0,5% foi adicionado, a percentagem
de eluicdo aumentou para 95,84%. Esse aumento pode ser explicado pois a
presenca do HAc protona os grupos presentes no material, interrompendo as
interacdes entre o analito e o material. (CARO et al., 2005; CHEN et al., 2009;
MARANATA; SURYA; HASANAH, 2021). O uso da mistura MeOH:HAc tem sido
bastante empregada na literatura para dessorgéo de TC de materiais impressos
(AGUILAR et al., 2020; CARO et al., 2005; CHEN et al., 2009; DAI et al., 2012;
FENG et al., 2016; GAO et al., 2020; LV et al., 2014a, 2012, 2014b; WANG et
al., 2018, 2017). Sendo assim, a mistura de MeOH com HAc 0,5% foi adotada

como solvente de eluicao para os estudos posteriores.

Figura 48. Percentagem de eluicdo de TC em funcéo dos eluentes estudados.
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5.7.3 Estudo da Vazao e Volume do Solvente de Eluicao

A vazao de eluicao pode afetar o rendimento do método MISPE. Assim,
variou-se a vaz&o do eluente no cartucho contendo IPDMBA-MIP de 0,5 a 5,0
mL min-'. A Figura 49 mostra a percentagem de eluigdo em fungao da vazao do
solvente de eluicdo. Como pode ser observado, ha uma diminuicdo da
percentagem de eluigdo para vazoes acima de 2,0 mL min-'. Tal fato pode ser
atribuido a maior pressao gerado no cartucho bem como o menor tempo da

solugdo em contato no cartucho. Sendo assim, visando a maior percentagem de
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eluigdo e uma maior frequéncia analitica, adotou-se a vazao de 2,0 mL min' da
mistura MeOH com HAc 0,5% para a eluicao da TC.

Figura 49. Efeito da vazao da mistura MeOH com HAc 0,5% na percentagem de
eluicdo da TC. Volume da mistura utilizada: 5,0 mL.
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Outro fator que pode afetar o rendimento do método MISPE € o volume
de eluicao pois o fator de pré-concentracdo do método € dependente desta etapa
(MARANATA; SURYA; HASANAH, 2021). Assim, 20 mL de uma solugao de 250
umol L' de TC (pH 5,0), foram percoladas pelo cartucho de SPE contendo 100
mg de IPDMBA-MIP. Posteriormente, a TC foi eluida com diferentes volumes de
MeOH com HAc 0,5%, que variaram de 0,5 a 5,0 mL, a uma vazao de 2,0 mL
min-'. Posteriormente, os eluatos foram evaporados em chapa de aquecimento,
recuperado no mesmo volume de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5) e injetado
no sistema BIA-AD. A Figura 50 apresenta a percentagem de elui¢do de TC com
os volumes estudados.

Conforme apresentado na Figura 50, houve um aumento na percentagem
de eluigdo com o aumento do volume, atingindo um platé entre 3 e 5 mL com
eluicbes acima de 95%. Visando um maior fator de pré-concentragéo o volume

de 3 mL foi fixado.
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Figura 50. Efeito do volume da mistura MeOH com HAc 0,5% na percentagem
de eluigdo da TC. Vazao utilizada: 2,0 mL min-".
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5.7.4 Estudo da Vazao de Pré-Concentragao de Tetraciclina

A vazao de pré-concentragao foi estuda a fim de avaliar sua influéncia na
adsorcao de TC. Primeiramente, o cartucho foi condicionado com 10 mL de agua
ultrapura, e, em seguida, 20,0 mL de uma solugdo de TC 250 umol L' (pH 5,0)
foram percolados pelo cartucho com diferentes vazées. Em seguida, a TC foi
eluida com 3 mL de uma mistura de MeOH com HAc 0,5%, e o eluato foi
evaporado e recuperado no mesmo volume com tampao fosfato 0,1 mol L-! (pH
2,5) e injetados no sistema BIA-AD. A Figura 51 mostra a percentagem de
adsorgdo de TC no IPDMBA-MIP nas vazdes de 2,0; 5,0; 10,0 e 15,0 mL min-".

De acordo com os resultados obtidos, observa-se uma pequena
diminuicdo na adsorcdo de TC com o aumento da vazao de pré-concentracio.
Possivelmente isso ocorre devido ao pouco tempo de interacdo da TC com o
IPDMBA-MIP (MARANATA; SURYA; HASANAH, 2021). Entretanto, a fim de
melhorar a frequéncia analitica, a vazdo de 15 mL min-! foi escolhida apesar da
ter apresentado uma menor adsorcdo. Vale ressaltar que esta vazao € muito
superior as vazdes usualmente empregadas em métodos de SPE, < 2,0 mL min-
. porém ela permite elevar consideravelmente a frequéncia analitica do método
desenvolvido (PRETE; TARLEY, 2019).
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Figura 51. Efeito da vazao de pré-concentragdo na percentagem de adsor¢ao
de TC no IPDMBA-MIP. Condi¢bes experimentais: 20 mL de solugado de 250
umol L' (pH 5,0) e eluigdo com 3,0 mL de MeOH com HAc 0,5%.
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Com os parametros do método MISPE off-line otimizados, optou-se por

aumentar o volume de pré-concentragcao para 50 mL e o eluato foi evaporado e

recuperado em 0,7 mL de tamp3&o fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), visando uma maior

pré-concentracao do analito.

5.8 DESEMPENHO ANALITICO DO METODO MISPE

A fim de avaliar o desempenho analitico do método de pré-concentragao
de TC empregando IPDMBA-MIP como material adsorvente no MISPE, foram
determinados os parametros analiticos como linearidade da curva, limites de
deteccao e quantificacao, fator de enriquecimento e precisao. Na Figura 52 estao
apresentados o0s amperogramas, com inje¢cdes em ftriplicata, para as
concentragbes de TC na faixa de 0,01 a 1,0 ymol L. Dentro da faixa de
concentracdo estudada, o método apresentou duas inclinagdes, sendo a

primeira de 0,01 a 0,3 ymol L-'e a segunda de 0,5a 1,0 ymol L.
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Figura 52. Amperogramas para pré-concentragdes crescentes de TC, de 0,01 a
1,0 umol L- ' no cartucho IPDMBA-MIP, e (B) Curva analitica para etapa de pré-
concentragcdo de TC no cartucho IPDMBA-MIP. Condi¢cdes experimentais:
eletrolito suporte tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2
V, velocidade de injegdo de 123,2 uL s e volume de injegéo de 200 pL; 100 mg
do IPDMA-MIP, 50 mL de solugédo de TC (pH 5,0), vazédo de pré-concentragao
de 15,0 mL min-', solugdo em pH 5,0 sem tamp&o e eluigdo com 3,0 mL de MeOH
com 0,5% HAc a uma vazdo de 2,0 mL min'. O eluato foi evaporado e
recuperado em 0,7 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol L-* (pH 2,5).
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A primeira linearidade da curva analitica, de 0,01 a 0,3 umol L-', apresentou
uma equagcao linear como lpa (uA) = 86,720 (+4,183) [TC umol L- '] + 0,378
(£0,444) com coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,994, enquanto a
segunda linearidade, de 0,5 a 1,0 umol L', a equacao foi Ipa (uA) = 32,892
(£2,352) [TC ymol L-"] + 23,263 (x1,863) com R? igual a 0,999. Tendo em vista
os LMR permitidos para TC em amostras alimenticias, como por exemplo o leite,
no qual o LMR permitido esta na faixa de 30-100 ug L' (0,068 a 0,225 ymol L")
optou-se por trabalhar com a primeira linearidade da curva, o qual contempla
concentracdes mais baixas.

Os limites de detecgédo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de
acordo com a IUPAC (LONG; WINEFORDNER, 1983), sendo LD- 3Sb/m e
LQ=10Sb/m, em que Sb é o desvio padrao para medidas do branco e m é o
coeficiente angular da curva analitica. Os limites de LD e LQ calculados foram
de 0,003 e 0,011 ymol L', respectivamente. A fim de verificar o efeito do LQ
tedrico na linearidade da curva analitica, bem como se o valor € mensuravel com
confiabilidade, a concentragao obtida do LQ foi preparada, pré-concentrada no
cartucho IPDMBA-MIP e incluida como primeiro ponto da curva analitica. Como

apresentado na
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Figura 83, a nova curva analitica tendo o LQ como primeiro ponto, obteve
a equacao linear Ipa (uA) = 87,223 (+4,062) [TC umol L- "] + 0,292 (+0,410) com
R? igual a 0,993. Assim, constata-se que ndo houve variagdo significativa no
coeficiente angular das curvas analiticas sem e com o LQ, e o LQ foi assumido

como primeiro ponto da curva.
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Figura 53. Curva analitica com etapa de pré-concentragdo de TC no cartucho
IPDMBA-MIP incluindo o LQ como primeiro ponto. Condigbes experimentais:
eletrdlito suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2
V, velocidade de injegédo de 123,2 uL s e volume de injegao de 200 pL; 100 mg
do IPDMA-MIP, 50 mL de solugéo de TC (pH 5,0), vaz&o de pré-concentragao
de 15,0 mL min-', solugdo em pH 5,0 sem tampao e eluigdo com 3,0 mL de MeOH
com 0,5% HAc a uma vazido de 2,0 mL min'. O eluato foi evaporado e
recuperado em 0,7 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).
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O modelo linear para a curva analitica incluindo o LQ, para as concentracoes
de 0,011 a 0,300 ymol L™, foi verificada por analise de variancia (ANOVA),
levando-se em consideragcao que a hipétese nula Ho: B=0 era de que néo
houvesse relacao linear entre as variaveis. Assim, aplicou-se o teste F, com um
intervalo de confianga de 95%, em que a relagao entre MSregressao/MSresiduo fOi
2070,53, sendo muito maior que o valor tabelado (F22,1= 248,58), podendo assim,
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descartar a hipdétese nula e considerar que os dados experimentais se ajustam
bem ao modelo de regressio linear (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2003). Ainda, a relac&o entre MStaita de ajuste/MSerro puro foi de 2,52, sendo menor
que o valor tabelado (F4,12= 2,74), confirmando o bom ajuste ao modelo linear
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

A precisdo intradia (n=6) e interdia (n=2) do método foi avaliada
calculando o desvio padrao relativo (%DRP) para seis analises de solugbes de
TC em duas concentragdes diferentes (0,030 e 0,10 umol L-'). O DPR para as
medidas intradia variou de 1,71 a 4,38%, enquanto a precisao interdia variou de
2,81 a 3,78%, mostrando que o método desenvolvido apresenta boa
repetibilidade. Além disso, o fator de pré-concentragédo (FPC) foi calculado por
meio da relacdo entre a inclinagdo da curva analitica com e sem a etapa de pré-
concentragéo, sendo este igual a 214,8.

A comparacdo do metodo proposto com outros métodos para a
determinacao de TC é apresentado na Tabela 7. Como observado, os limites de
deteccdo e quantificagdo obtidos pelo método proposto mostraram-se
satisfatérios, sendo que o método proposto forneceu menor valor de LQ, quando
comparado com outros meétodos presentes na literatura, com exceg¢ao aos
trabalhos de Liu e colaboradores (LIU et al., 2014b) e Sereshti e colaboradores
(SERESHTI et al., 2021). Além dos baixos limites alcangados, o IPDMBA-MIP
apresentou uma alta capacidade de adsor¢cdo, como reportado anteriormente,
sendo uma importantissima vantagem frente a outros polimeros impressos para

TC reportados na literatura.
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Tabela 7. Comparacgéo dos parametros analiticos obtidos no método proposto com outros de métodos analiticos presentes na
literatura para determinacao de tetraciclina em diferentes tipos de amostras.

. Faixa Linear LD LQ VP . A .
Método (mol L") (mol L") (mol L") (mL) Técnica Amostra Referéncia
] (ABRAO; MAIA:;
MISPE 0,011-0,450 NI 0,011 300 HPLC-DAD Agua FIGUEIREDO,
2014)
MISPE* Leite, ovo e carne de (FENG et al.,
(CTC, OTC, DC) 0,225-2,250 0,045-0,090 0,113-0,180 NI HPLC-DAD DOrco 2016)
Fibra SPME . .
) 0,011-0,450 0,002 NI 25 HPLC-UV/Vis Carne de frango e leite (HU et al., 2008)
revestida com MIP
HMIP@CD, DSPE  0,023-0,450 0,0069 NI 5 ]'fl’etec‘?a? por Mel (Ll et al., 2018a)
uorescéncia
On-line MISPE 0,002-0,450 0,0002 0,002 NI HPLC-UV Agua (L%ﬁ:ba)l"
Fibra SPME 0,011-2,250 0,009 0,026 4 HPLC-UV Peixe, frango e leite (LU et al., 2020)
revestida com MIP
MISPE NI 0,023 0,078 5 HPLC-UV Leite (LV et al., 2014a)
NI 0,029 0,098 Leite
MISPE NI 0.031 0.100 4 HPLC-UV Mel (LV et al., 2014b)
MISPE 0,338-2,138 0,056 NI 1 HPLC-UV Leite (NIU et al., 2016)
0,057-1,688 0,017 0,057 Leite (SERESHTI et
EC-SPME 0,008-1,688 0,002 0,008 15 HPLC-UV Agua al., 2021)
Formulagdes
GPUE-MIP 4,00-60,00 0,55 NI NA DPV farmacéuticas e urina (CLARINDO et
P al., 2020)
sintética
MIOPPy- ~ (DEVKOTA et al.,
AUNP/SPCE 1,00-20,00 0,65 NI NA DPV Camarao 2018)
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Deteccéo por

Carne de porco, ovos e

Mg,N-Cds@MIP 0,011-0,225 0,002 NI 0P : (HU et al., 2021)
fluorescéncia leite
MIP-PY/Ti 0,225-22,500 0,059 NI NA Detecgao No aplica (ZHAO etal.,
Amperométrica 2013)
4,00-800,00 0,42 1,40 NA Urina
(ASADOLLAHI-
BABOLI; MANI-
SPGE-Aunano-Cys  4,00-700,00 0,54 1,80 NA SWV Sérum VARNOSFADER
ANI, 2014)
4,00-700,00 0,52 1,73 NA Leite
PEI/TetX2/NPGCE  0,50-5,00 0,018 NI NA cV Leite (BEaSIH’;‘&’g' et
(CALIXTO:
, CERVINI;
GPUE 4,00-40,00 2,80 NI NA DPV Agua CAVALHEIRO.
2012)
Formulagcdes
GPUE-MIP 4,00-60,00 0,555 NI NA DPV farmacéuticas e urina (CI;'IA‘RZH(\)IZDOC; et
] sintética N
CB-PS/GCE 5,00-120,00 115 447 NA DPV Agua, leite e formulagdes  (DELGADO et al.,
farmacéuticas 2018)
GR-SPCE 1,00-100,00 0,08 NI NA DPV Leite e mel (F"-2'0K1%t)a"’
0,10-20,00 Formulagdes (GUO et al.,
Au-g-CsN4/GCE 20,00-200,00 0,03 NI NA Cv farmacéuticas 2019)
SbF/GCE 0,40-3,00 0,15 NI NA SWCSV Mel (KREF;ZE% etal.,
PtNPs/C/GCE 9,99-44,00 428 14,30 NA cV Urina (KUSHIKAWA et

al., 2016)
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Au(L-cysteine)-

NWAE 20,00-310,0 15,20 NI NA Ccv Peito de frango e carne (LIet al., 2019)
ERGO-SPCE 20,00-80,00 12,00 NI NA AdSDPV Leite desnatado e agua (LO:E%E(T))T et
(OSIKOYA;
GR-AuNP/GCE  29,00-1500 ,00 16,20 NI NA AD N&o aplica GOVENDER,
2021)
MWNT-AuNP/GCE 11,25-315,00 0,095 0,313 NA DPV Ovos e carne de frango (PALIZSO(?IS)et al.,
(GO/GCE 10,00-100 1,17 3,53 NA FIA-AMP Leite e formulagdes (FARIA et al.,
1,00-100,00 0,038 0,116 NA BIA-AMP farmacéuticas 2019)
PTH/CNT/CPE 0,10-20,00 0,13 0,50 NA LSV Formulagdes (JAHROMI et al.,
farmacéuticas e urina 2020)
(CALIXTO;
GPUE 3,80-38,00 2,60 NI NA DPV Leite bovino e materno CAVALHEIRO,
2017)
CPE-mag-MIP 0,50-40,0 0,15 NI NA SWV Leite (ZEB et al., 2021)
IPDMBA-MIP 0,011-0,300 0,003 0,011 50 BIA-AD - Este trabalho

NI: ndo informado; FC: Fator de pré-concentragéo; LD: Limite de detecgdo; LQ: Limite de quantificagao; MISPE: Extragdo em fase sélida molecularmente impressa; HPLC-DAD:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por arranjo de diodo; MIP: Polimero molecularmente impresso; MMINs: nanoparticulas superparamagnéticas impressas
molecularmente; MSPE: extragdo em fase solida magnética; HPLC-UV- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detecgao Ultravioleta/Visivel; LC-MS/MS- Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas; HMIP@CD: polimero oco molecularmente impresso suportado em quantum dots de carbono; DSPE: extragdo em fase sdlida
dispersiva; MIP-MOF-DSPME: compdsito polimerico molecularmente impresso-estruturas metalicas organicas UiO-66 usado na micro extragdo em fase sélida dispersiva; UPLC:
cromatografia liquida de ultra eficiéncia; EC-SPME: micro extragcdo em fase soélida controlada eletroquimicamente; MOF-MIP-MSPD: estruturas metalicas organicas revestidas
com polimero molecularmente impresso usado na dispersdo da matriz em fase solida; GPUE-MIP: Eletrodo compdésito de grafite-poliuretano modificado com polimero
molecularmente impresso; MIOPPy-AuNP/SPCE: eletrodo impresso de carbono modificado com polipirrol superoxidado com impressao molecular e nanoparticulas de ouro;
Mg,N-Cds@MIP: nanosensor fluorescente baseado no encapsulamento de pontos de carbono dots dopados com magnésio e nitrogénio em polimeros molecularmente
impressos; DPV: voltametria de pulso diferencial; CV: voltametria ciclica; rGO/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido; FIA-AMP: analise de
injegcdo em fluxo com detecgdo amperométrica; BIA-AMP: analise de inje¢do em batelada com detecgdo amperométrica; CNF: eletrodo de compdésito de nanofibras de carbono-
epoxy; SPGE-Aunano-Cys: eletrodo impresso de ouro modificado com nanoparticulas de ouro e cisteina, SWV: voltametria de onda quadrada; PEI/TetX2/NPGCE: eletrodo de
carbono vitreo nanoporoso modificado com polietilenoimina e TetX2 monooxygenase; CV: voltametria ciclica; eletrodo compdsito grafite-poliuretana; CB-PS/GCE: eletrodo de
carbono vitreo modificado com carbono black e amido de batata; GR-SPCE: eletrodo impresso de carbono modificado com grapeno; Au-g-C3N4/GCE: eletrodo de carbono vitreo
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modificado com nitreto de carbono grafitico e nanoparticulas de ouro; Au(L-cysteine)-NWAE: eletrodo de arranjos de nanofios modificado com nanoparticulas de ouro e L-
cisteina; ERGO-SPCE: eletrodo impresso de carbono modificado com 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente; GR-AuNP/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanointerfaces de nanoparticulas de grafeno-ouro; AD: detecgdo amperométrica; MWNT-AuNP/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de
paredes multiplas e nanoparticulas de ouro; MWCN-COOH-GO/CPE: eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados
com grupos carboxila e oxido de grafeno; PTH/CNT/CPE: eletrodo de pasta de carbono modificado com politionina e nanotubos de carbono; LSV: voltametria de varredura linea;
CPE-mag-MIP: eleltrodo de pasta de carbono modificado com particulas magnéticas impressas molecularmen
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5.9 APLICACAO DO METODO MISPE-BIA-AD EM AMOSTRAS DE LEITE

A aplicabilidade do método MISPE-BIA-AD foi avaliado para determinar a
presenca de TC em diferentes marcas e tipos de leite bovino. Vale ressaltar que
os resultados que serdo apresentados nessa segio serdo expressos em pg L™’
a fim de se assemelhar com as unidades de medida dos 6rgaos reguladores.
Assim, as amostras foram enriquecidas com 133 e 889 ug L' de TC ou, em
alguns casos, de cada uma das TCs (TC, CTC e OTC) avaliadas nesse estudo,
que equivalem a 0,3 e 2 ymol L', respectivamente. Os dados referentes aos
resultados estédo dispostos na Tabela 8. Os amperogramas e os cromatogramas
das analises estao apresentados nas Figura 54 e Figura 55, respectivamente.

Como apresentado na Tabela 8, n&o foi encontrada TC em nenhuma das
amostras analisadas. Assim, realizou-se o teste de adigcdo e recuperacéo,
adicionando duas concentragcbes de TC. Os resultados mostraram uma
recuperacgao satisfatéria na faixa de 95 — 103 %, podendo inferir que o método
proposto € capaz de quantificar o antibiético estudado em amostras de leite
bovino sem efeito de matriz, pois foi utilizada a curva analitica com calibracao
externa. Além disso, a exatidao do método proposto foi avaliada comparando os
resultados das concentragdes de TC encontradas pelo método proposto com as
obtidas por HPLC, usado como técnica de referéncia. Os resultados foram
avaliados pelo teste t pareado e, ao nivel de confianca de 95 %, nao foi
observado diferencga significativa entre os valores obtidos pelo método proposto
e pelo HPLC.
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Tabela 8. Aplicagao do método proposto em diferentes tipos e marcas de leite bovino empregando o IPDMBA-MIP no sistema BIA-
AD e no método de referéncia, HPLC, para analise de tetraciclina (TC). Os dados correspondem a média de n=3.

BIA-AD HPLC
Concentragdo de TC (ug L)
Amostras
% %
Adicionada Encontrada +D.P. Encontrada +D.P.
Recuperagéo Recuperacéo
0 N.D --- N.D. ---
M-1
int 133 12715 95 12714 96
nt.
889 9033 102 889+4 101
0 N.D --- N.D. -
M-2
int 133 1293 97 12516 93
nt.
889 84515 95 9012 101
0 N.D --- N.D. -
M-1
133 13314 99 13214 99
Des.
889 88217 99 883+4 99
0 N.D --- N.D. -
M-3
2L 133 13312 97 12814 96

889 90619 102 8817 99
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Figura 54. Amperograma para injegdo de diferentes amostras de leite
submetidas ao método MISPE off-line com IPDMBA-MIP. As amostras foram
enriquecidas com 0,13 e 0,89 mg L-' de TC. Condigdes experimentais: eletrolito
suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial aplicado de 1,2 V,
velocidade de injegéo de 123,2 pL s e volume de injegdo de 200 uL; 100 mg do
IPDMA-MIP, percolado 50 mL do extrato do leite em pH 5,0 sem tampao, vazao
de pré-concentragéo de 15,0 mL min-' e eluigdo com 3,0 mL de MeOH com 0,5%
HAc a uma vazéo de 2,0 mL min-'. O eluato foi evaporado e recuperado em 0,7
mL de tamp3ao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).
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Figura 55. Cromatogramas das amostras de leites (A) M-1 Int. (B) M-2 Int., (C)
M-1 Des. e (D) M-3 Z.L., submetidas ao método MISPE off-line com IPDMBA-
MIP. As amostras foram enriquecidas com 0,13 e 0,89 mg L-! de TC. Condigbes
experimentais: 100 mg do IPDMA-MIP, percolado 50 mL do extrato do leite em
pH 5,0 (sem tamp&o), vazao de pré-concentragdo de 15,0 mL min-! e eluigédo
com 3,0 mL de MeOH com 0,5% HAc a uma vazao de 2,0 mL min-'. O eluato foi
evaporado e recuperado em 0,7 mL de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).
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Tendo em vista que os LMR séao estabelecidos, principalmente, para a
classe dos antibioticos tetraciclinicos e nao apenas para TC, bem como pelo fato
do IPDMBA-MIP apresentar seletividade para a classe das tetraciclinas, as
amostras de leite UHT foram enriquecidas com as trés principais TCs, TC, OTC
e CTC. Além das amostras de leite UHT, foram analisados também amostras de
leite “in-natura” considerados saudavel e nao-saudavel. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 9. Os amperogramas e os cromatogramas das analises
estdo apresentados na Figura 56 e Figura 57, respectivamente.

Como observado na Tabela 9, a leitura de uma amostra enriquecida por
uma mistura ternarias das TCs apresenta um sinal Unico, como esperado, nao
sendo possivel diferenciar a resposta de cada uma das TCs. Entretanto, a
concentracdo obtida no sistema BIA-AD é compativel com encontrada pela
analise por HPLC, considerando a somatdria das concentragdes obtidas. Assim,
€ possivel inferir que 0 método proposto é capaz de determinar os antibiéticos

tetraciclinicos em amostras de leite bovino.
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Figura 56. Amperograma para injegdo de diferentes amostras de leite
submetidas ao método MISPE off-line com IPDMBA-MIP. As amostras foram
enriquecidas com (A) 0,13 mg L' e (B) 0,89 mg L' de cada tetraciclina.
Condigbes experimentais: eletrolito suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5),
potencial aplicado de 1,2 V, velocidade de injegdo de 123,2 uL s e volume de
injecao de 200 uL; 100 mg do IPDMA-MIP, percolado 50 mL do extrato do leite
em pH 5,0 sem tamp3&o, vazdo de pré-concentragdo de 15,0 mL min-' e eluigdo
com 3,0 mL de MeOH com 0,5% HAc a uma vazéao de 2,0 mL min-'. O eluato foi
evaporado e recuperado em 0,7 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).
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Figura 57. Cromatogramas das amostras de leites (A) leite integral Lider, (B)
leite integral Batavo, (C) leite desnatado Lider, (D) leite zero lactose Parmalat e
(E) leite “in-natura” saudavel, submetidas ao método MISPE off-line com
IPDMBA-MIP. As amostras foram enriquecidas com 0,13 e 0,89 mg L' de cada
tetraciclina. Condigdes experimentais: 100 mg do IPDMA-MIP, percolado 50 mL
do extrato do leite em pH 5,0 (sem tampao), vazao de pré-concentragéo de 15,0
mL min-1 e eluigdo com 3,0 mL de MeOH com 0,5% HAc a uma vazéo de 2,0
mL min-'. O eluato foi evaporado e recuperado em 0,7 mL de tamp&o fosfato 0,1
mol L (pH 2,5).
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Tabela 9. Aplicagdo do método de pré-concentragao MISPE empregando IPDMBA-MIP para analise multi-residuo dos antibiéticos
tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC) em amostras de leite pelo (A) método desenvolvido (BIA-AD) e (B)

pelo método de referéncia (HPLC). Os dados correspondem a média de n=3.

HPLC - Tetraciclinas (TCs)

A, Add? TC oTC cTC BIA-AD - TCs

" (Mg L")  Enc.tD.P % Enc.tD.P % Enc.tD.P % Enc.tD.P %
(ug L) Rec. (ug L) Rec. (ug L) Rec. (ug L) Rec.

M-1 0 N.D. -- N.D. -- N.D. -- N.D. -—-
Int 133 125+3 94 12314 93 123210 92 379142 95
) 889 84018 94 81417 92 84119 95 24731166 93
M-2 0 N.D. -- N.D. -- N.D. -- N.D. -
Int 133 12419 93 12312 92 13049 98 395124 99
) 889 85416 96 86112 97 85119 96 2623176 98
M-1 0 N.D. -- N.D. -- N.D. -- N.D. -
Des 133 13114 99 13216 99 13343 100 399129 97
' 889 88115 99 868110 98 87418 98 2652194 99
M-3 0 N.D. -- N.D. -- N.D. -- N.D. -—-
7L 133 13242 99 13243 99 13114 99 386138 97
T 889 887+3 100 849+7 95 85948 97 2602+173 98
“Inon.” 0 N.D. -- N.D. -- N.D. -- N.D. -—-
s ’ 133 1257 94 12414 93 1291 97 39119 98
’ 889 84619 95 828114 93 828111 93 2480192 93

Am.: amostra; Add.: adicionada; M.: Marca; D.P.: desvio padrao; Int.: integral; Des.: desnatado; Z.L.: zero lactose; N.D.: ndo detectado; Enc.: encontrado; %
Rec.: % de recuperacao; TC: tetraciclina; OTC: oxitetraciclina; CTC: clorotetraciclina.

*As amostras foram enriquecidas a fim de que nos 5 mL de cada amostra usado para extragao, contivesse 133 e 889 ug L-! de cada tetraciclina.
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Para fins comparativos, abaixo s&o apresentados amperogramas para
pré-concentragcao de padrdes para as trés tetraciclinas e para padrées das TCs

sem pré-concentrar.

Figura 58. Amperograma para injecao de padrdes de oxitetraciclina, tetraciclina
e clorotetraciclina, sem a etapa de pré-concentragcédo, na concentracido de 30
umol L'. Condigdes experimentais: eletrdlito suporte tampéo fosfato 0,1 mol L-
(pH 2,5), potencial aplicado de 1,2 V, velocidade de injegdo de 123,2 uyL s' e
volume de injegcdo de 200 pL. O eluato foi evaporado e recuperado em 0,7 mL
de tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).
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Figura 59. Amperograma para injecdo do de uma mistura ternaria de padrbes
de tetraciclinas - oxitetraciclina, tetraciclina e clorotetraciclina — pré-concentrados
nas concentragdes de 0,13 e 0,89 mg L' de cada uma das TCs. Condigbes
experimentais: eletrélito suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial
aplicado de 1,2 V, velocidade de inje¢édo de 123,2 uL s*! e volume de injecao de
200 uL. O eluato foi evaporado e recuperado em 0,7 mL de tampéo fosfato 0,1
mol L' (pH 2,5).
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Para a amostra de leite “in-natura” de uma vaca nao saudavel, foi possivel
determinar a presenga de OTC nessa amostra (Figura 60 e Figura 61), em uma
concentragéo de 960 ug L' conforme apresentado na Tabela 10. A concentragao
de OTC encontrada nessa amostra empregando o método proposto né&o
apresenta diferenga significativa com a concentragdo encontrada pelo método
de referéncia HPLC, em nivel de 95 % de confianga segundo teste t pareado,
uma vez que o valor de t calculado (2,84) foi menor que o tabulado (t2,95%=4,30).

Figura 60. Amperograma para injecado de amostra de leite ‘in-natura” nao-
saudavel submetida ao método MISPE off-line com IPDMBA-MIP. Condicbes
experimentais: eletrélito suporte tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5), potencial
aplicado de 1,2 V, velocidade de inje¢édo de 123,2 uL s*! e volume de injegao de
200 pL; 100 mg do IPDMA-MIP, percolado 50 mL do extrato do leite em pH 5,0
sem tampao, vazao de pré-concentragédo de 15,0 mL min-' e eluicdo com 3,0 mL
de MeOH com 0,5% HAc a uma vazao de 2,0 mL min-'. O eluato foi evaporado
e recuperado em 0,7 mL de tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 2,5).

25

20

154

10 1

Corrente (gA)

0{—1

0 100 200 300 400 500
tempo (s)

Figura 61. Cromatogramas para amostra de “in-natura” ndo saudavel, submetida
ao método MISPE off-line com IPDMBA-MIP. Condi¢des experimentais: 100 mg
do IPDMA-MIP, percolado 50 mL do extrato do leite em pH 5,0 sem tampao,
vazao de pré-concentracdo de 15,0 mL min' e eluicdo com 3,0 mL de MeOH
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com 0,5% HAc a uma vazido de 2,0 mL min'. O eluato foi evaporado e
recuperado em 0,7 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol L-! (pH 2,5).
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A alta concentragdo encontrada na amostra de leite “in-natura” nao-
saudavel pode ser justificada, pois o animal havia recebido medicagao a base
desse antibidtico um dia antes da coleta do leite, ndo cumprido os prazos de
abstinéncia de coleta. A presenca de antibiéticos pertencentes a familia das
tetraciclinas em amostras de leite também tem sido relatada na literatura. Aguilar
e colaboradores (AGUILAR et al., 2020) relatam a presenca de OTC na
concentragéo de 19,83 ug L' em uma amostra de leite analisada por eles. Os
autores também enriqueceram as amostras de leite com 0,3 mg L' de cada uma
das TCs (OTC, CTC, TC e DC). Al-Mazeedi e colaboradores (AL-MAZEEDI et
al., 2010) reportaram um estudo analisando 324 amostras de leite. Do total de
amostras analisadas, 121 amostras (37%) apresentaram resultado positivo para
a presenca de residuos de TCs, com concentragcdes variando entre 100 e 350
mg L', ou seja, acima do LMR (100 mg L™"). Além disso, concluiram que das
amostras positivas para TCs, 80% das amostras estavam contaminadas com
OTC e 20% com CTC.

Tabela 10. Aplicacdo do método de pré-concentracdo MISPE empregando
IPDMBA-MIP para analise de amostra de leite “in-natura” ndo saudavel pelo
método desenvolvido (BIA-AD) e pelo método de referéncia (HPLC). Os dados
correspondem a média de n=3.

Amostra Concentragao encontrada (ug L) £D.P.
BIA-AD HPLC
960+2 963+2

“In-n.” n.s.
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A ocorréncia de residuos no leite € certamente motivo de preocupagao
€ a exposicao diaria dos consumidores a esses residuos atraves da ingestao de
leite pode resultar em efeitos adversos graves a saude a longo prazo. Uma vez
que o monitoramento de amostras de leite € essencial para a garantia da
qualidade do produto, o método proposto mostra-se uma alternativa eficiente e
satisfatoria para extragdo, pré-concentragdo e deteccdo de TC e demais

compostos da familia das TCs.



180

6 CONCLUSOES

A partir resultados apresentados até o momento, pode-se concluir que o
meétodo eletroanalitico desenvolvido empregando detecgdo amperométrica por
andlise de injecdo em batelada utilizando o sensor de AuNPs/SPCE
proporcionou uma detecgao eletroquimica de tetraciclina com boa resposta, boa
repetibilidade e reprodutibilidade, mostrando-se como uma alternativa de
deteccao de tetraciclinas, uma vez que possibilitou uma analise rapida, de baixo
custo e com boa frequéncia analitica.

Por outro lado, notou-se a importancia de desenvolver um polimero
molecularmente impresso para tetraciclina como material adsorvente em
extracao em fase sélida, visando obter menores limites de detecgao, bem como
melhorar a seletividade do método desenvolvido. Assim, foi sintetizado um
polimero molecularmente impresso, empregando o método de sintese semi-
covalente.

Por meio das técnicas de caracterizagao, o polimero sintetizado IPDMBA-
MIP apresentou grande area especifica, alto didmetro de poro e volume, além
de boa estabilidade térmica, caracteristicas essenciais para materiais
adsorventes. A comparagao com o polimero controle, IPDMBA-NIP, mostrou que
o IPDMBA-MIP tem maior capacidade de adsorgdo, bem como apresenta uma
maior seletividade para tetraciclina.

A presengca de locais de ligacdo na superficie do IPDMBA-MIP foi
comprovada pelos modelos aplicados a adsor¢cdo nos experimentos em
batelada, além de sugerirem que a tetraciclina foi quimicamente adsorvida na
superficie do material, em sitios com diferentes energias. Ainda, a rapida cinética
de adsorgao do material sintetizado foi de suma importancia em todo o processo
de adsorcdo. A capacidade maxima de adsorcao obtida foi superior a de outros
polimeros impressos para tetraciclina, e isso associado a rapida adsorcao, é a
principal vantagem do IPDMBA-MIP. Importante ressaltar mais uma vez que nao
ha relatos na literatura do uso de uma abordagem semi-covalente para sintese
de polimeros molecularmente impressos para tetraciclina.

Cabe salientar que o método MISPE off-line com IPDMBA-MIP associado a

determinagcdo amperométrica em um sistema de analise por inje¢ao em batelada
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(BIA), denominado MISPE-BIA-AD, proporcionou satisfatorias figuras de mérito
para o método, incluindo baixos limite de detec¢ao e quantificacdo e elevado
fator de pré-concentracdo, sendo esses resultados superiores aos dados
reportados na literatura para determinacao de TC.

O método MISPE-BIA-AD foi aplicado em amostras de leite UHT e “in-natura”
sem efeito de matriz, mostrando-se uma alternativa eficiente e satisfatoria para
extracao e detecgao de compostos da familia das tetraciclinas. Assim, o método
apresentou informagdes significativas sobre o desenvolvimento de novos
materiais eficientes e seletivos para extracdo e pré-concentracdo de

contaminantes.
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