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EFFTING, Luciane. Sintese, caracterizacdo e aplicacdo de polimero magnético
molecularmente impresso no desenvolvimento de um método de extragcdo para
determinag&do de colesterol em leite. 2020. 113 f. Dissertagdo (Mestrado em
Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

Resumo

O nivel elevado de colesterol no sangue é um grande causador de doencas
coronarianas, sendo sua determinacdo em alimentos de relevancia para a saude
humana. Alimentos de origem animal, tais como carnes, ovos e leite apresentam
matrizes complexas, 0 que exige que um método de preparo de amostra seja
executado antes da determinagdo de colesterol. Neste sentido, 0 uso de polimeros
magnéticos molecularmente impressos € uma opc¢ao atraente para o preparo de
amostra com o emprego da extracdo em fase sdlida magnética, pois permite a
retencao seletiva do analito na rede polimérica sobre o nucleo magnético e posterior
eluicdo, executando a separacdo da fase extratora com o simples uso de um campo
magnético. Esse trabalho teve o objetivo de sintetizar, caracterizar e avaliar o
desempenho analitico em extracdo em fase soOlida magnética de um polimero
magnético molecularmente impresso na extracao e quantificacdo de colesterol e sua
aplicacdo em amostras de leite. Os materiais sintetizados, foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho moédulo ATR-FTIR, obtendo-se bandas
caracteristicas dos materiais sintetizados, comprovando sua sintese. A analise de
fisiossorcdo mostrou como as etapas de sintese influenciaram nos materiais,
destacando-se a area superficial do Fez04/SiO2/MIP (0xido de ferro com silica -
polimero molecularmente impresso) de 163,18 m? g. A andlise de raio-X e medidas
de magnetizacdo mostraram que o nucleo magnético de éxido de ferro permaneceu
inalterado, proporcionando ao material bom desempenho magnético. A analise
termogravimeétrica apontou para a estabilidade do nucleo magnético e da silica, com
maior perda de massa para o Fesz04/SiO2/MIP, que apresentou maior quantidade de
silicio, evidenciando a presenca da rede polimérica no material. As imagens de
microscopia eletrénica de varredura e microscopia eletrdnica de transmissao
mostraram o Oxido de ferro dispersado na matriz de silica, formando uma estrutura
interpenetrante. O estudo do desempenho quanto a extracdo em fase solida
magneética apontou o cloroférmio como o melhor solvente em 60 segundos de agitacéo
em Vortex, com uma massa de 10,0 mg de Fe304/SiO>/MIP, sendo necessarios 0,5
mL de etanol para eluir o colesterol em um tempo de 180 segundos e capacidade
maxima de sorcéo de 314,05 mg g*. Obteve-se o melhor ajuste para o modelo cinético
de pseudo-segunda ordem e isoterma de sor¢do de Langmuir-Freundlich para dois
sitios de sor¢cdo e a seletividade do FesO4/SIO/MIP frente a interferentes foi
satisfatoria. O desempenho analitico do método obteve um LQ e LD de 11,5 e 38,5 ug
L, respectivamente, com um fator de pré-concentracdo de 7,88 vezes e precisdo,
intra-dia e inter-dia, de 1,60% e 2,46% para concentracdo de 5,0 mgL?, e 1,52% e
2,37% para concentracdo de 10,0 mg L. A aplicacdo em amostras de leite bovino
possibilitou a quantificacdo do colesterol, com recuperacdes acima de 90%.

Palavras-chave: método semi-covalente; extracdo em fase sélida magnética;
magnetismo; amostras alimenticias.



EFFTING, Luciane. Synthesis and characterization of molecularly imprinted
magnetic polymer and application in the development of extraction methods for
determination of cholesterol in milk. 2020. 113 p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

Abstract

High blood cholesterol is a major cause of coronary heart disease and its determination
in foods of relevance to human health. Animal foods such as meat, eggs and milk are
considered complex matrices, which requires that a sample preparation method be
performed prior to cholesterol determination. In this sense, the use of molecularly
imprinted magnetic polymers is an attractive option for sample preparation with the use
of magnetic solid phase extraction, as it allows selective retention of the analyte in the
polymer network over the magnetic core and subsequent elution, performing
separation of the extraction phase with the simple use of a magnetic field. Thus, this
work aims to synthesize, characterize and evaluate the analytical performance in
magnetic solid phase extraction of a magnetic molecularly imprinted polymer in the
extraction and quantification of cholesterol and its application in milk samples. The
synthesized materials were characterized by ATR-FTIR module infrared spectroscopy,
obtaining characteristic bands of the synthesized materials, proving their synthesis.
The physiosorption analysis showed how the synthesis steps influenced the materials,
highlighting the Fez04/SiO-/MIP (silica iron oxid - molecularly imprinted polymer)
surface area of 163.18 m? g'. X-ray analysis and magnetization measurements
showed that the iron oxide magnetic core remained unchanged, providing the material
with good magnetic performance. The thermogravimetric analysis pointed to the
stability of the magnetic core and silica, with greater mass loss for Fez04/SiO2/MIP,
which presented a greater amount of silicon, showing the presence of the polymeric
network in the material. Scanning electron microscopy and transmission electron
microscopy images showed the iron oxide dispersed in the silica matrix, forming an
interpenetrating structure. The study of magnetic solid phase extraction performance
indicated chloroform as the best solvent in 60 seconds of Vortex, with a mass of 10.0
mg Fes304/SiO2/MIP, requiring 0.5 mL of ethanol to elute the solvent cholesterol within
180 seconds and maximum sorption capacity of 314.05 mg g*. The best fit for the
pseudo-second order kinetic model and Langmuir-Freundlich sorption isotherm was
obtained for two sorption sites and the FesO04/SiO2/MIP selectivity against interferents
was satisfactory. The best fit for the pseudo-second order kinetic model and Langmuir-
Freundlich sorption isotherm was obtained for two sorption sites and the
Fesz04/SIO2/MIP  selectivity against interferents was satisfactory. The analytical
performance of the method obtained an LQ 11.5 ug L* an LD 38.5 ug L, respectively,
with a preconcentration factor of 7.88 times and precision, intra- day and interday of
1.60% and 2.46% for a concentration of 5.0 mg L, and 1.52% and 2.37% for a
concentration of 10.0 mg L. The application in bovine milk samples made it possible
to quantify cholesterol, with recoveries above 90%.

Key words: semi-covalent synthesis; magnetic solid phase extraction; magnetism;
food samples.
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1. INTRODUCAO

Causa principal das doencas cardiacas, o colesterol (CHO) tem papel
fundamental no corpo humano, sendo precursor na sintese de outros compostos
importantes a saude humana e com atividade dentro das membranas celulares. A
principal fonte de CHO ao organismo € enddgena, sintetizada pelo préprio figado.
Presente nos alimentos de origem animal, fonte exdgena, leites, carnes e ovos e seus
derivados, onde sua quantificacdo é de extrema importancia para a saide humana
devido ao alto consumo desses alimentos e um desafio do ponto de vista quimico
(POLYAKOVA et al., 2016).

Por esse motivo, o desenvolvimento de métodos analiticos para a quantificacdo
do CHO nos alimentos é objeto de estudo a algum tempo e a principal dificuldade € a
complexidade da matriz em que se encontram. Matrizes alimentares costumam ser
heterogéneas, de composicdo variada e compostos potencialmente interferentes
(proteinas, vitaminas, acidos graxos insaturados) que dificultam a quantificacéo direta
do CHO por cromatografia, técnica tradicionalmente utilizada, necessitando de uma
etapa de preparo de amostra (LI et al., 2019).

Esse preparo da amostra geralmente inicia pela saponificacdo das gorduras
presentes na matriz em analise, a fim de separa-las dos demais constituintes. Com a
obtencao do extrato saponificado, o CHO precisa ser isolado das demais gorduras
para ser quantificado (SPELTINI et al., 2017).

Entre os métodos disponiveis para o isolamento do CHO, a extracdo em fase
sélida é a mais relatada, consistindo em empacotar a fase sélida em uma coluna e o
percolamento da solugdo com a analito a ser isolado. Diversos materiais sorventes
sdo relatados para esse fim, porém a maioria deles sofre com a falta de seletividade
ao analito de interesse, além do uso de grandes quantidades do material sorvente e
de solventes organicos nas etapas de lavagem e eluicdo (OTLES e KARTAL, 2016).

Para superar a falta de seletividade, a opcdo é o uso de polimeros
molecularmente impressos (MIPs). Esses materiais sdo capazes de incorporar locais
de reconhecimento de substratos, sendo o reconhecimento molecular conferido pelo
préprio analito de interesse, que apos ser removido da matriz polimérica, produz sitios
de ligacdo com tamanho e forma semelhantes a sua estrutura (WANG et al., 2016).

A principal vantagem desse material € a presenca desses sitios de

reconhecimento personalizados no material sintetizado. Ainda, possuem alta
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estabilidade em uma ampla gama de condi¢des (temperatura, presséo, solventes, pH
da solugéo) e baixo custo. Contudo, certas limitagcbes do material ainda dificultam sua
aplicabilidade, como a cinética de ligacdo lenta, incompatibilidade aquosa e
heterogeneidade da distribuicdo do sitio de ligagdo para sinteses em bulk (DENG e
WANG, 2014).

A fim de superar essas desvantagens, novas rotas de sintese passaram a ser
estudadas, dentre elas, a sintese do MIP em um sdlido suporte. Em 1998, Ansell e
Mosbach relataram o primeiro uso de um polimero molecularmente impresso
magnético, em que o um MIP para (S)-propranolol foi polimerizado na superficie do
oxido de ferro e desde entdo, esse tipo de material é aplicado em amostras
ambientais, alimenticias e biolégicas (BEDWELL e WHITCOMBE, 2016).

Essa abordagem de sintese proporciona ao material final, maior area de
superficie por volume, tornando as cavidades impressas mais acessiveis ao analito e
facilitando o processo de sor¢cao (ASHLEY et al., 2017).

Ainda, o MIP com propriedades magnéticas pode ser empregado como
adsorvente para a extracdo em fase solida magnética. Nessa técnica, a fase sélida
com propriedades magnéticas € dispersada na fase liquida e agitada vigorosamente
com auxilio de agitadores mecanicos, tornando a difusdo do analito da solucéo para
a fase solida mais rapida. Além disso, a etapa de separacéo entre a fase solida e a
fase liquida é facilitada com a aplicacdo de um campo magnético externo que atrai a
fase sodlida, simplificando as etapas de filtracdo e centrifugacdo (ANSARI e KARIMI,
2017).

Dessa forma, polimeros molecularmente impressos magnéticos sdo uma
ferramenta interessante para a aplicacdo em separacdo e analise de analitos em
amostras complexas, devido a sua area superficial, tamanho de particula, seletividade
para as moléculas alvo e magnetismo. Sua aplicagdo em amostras complexas abre
uma nova perspectiva para analise de compostos importantes nessas matrizes (KHAN
et al., 2018) e o presente trabalho descreve a sintese, caracterizacao e aplicacdo de
um polimero molecularmente impresso magnético na extracdo em fase solida
magnética de colesterol, objetivando a determinacdo desse analito em amostras de

leite.
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2. FUNDAMENTAQAO TEORICA
2.1 COLESTEROL: IMPORTANCIA NA SAUDE HUMANA

As doencas cardiovasculares sdo causadoras de aproximadamente, uma em
cada quatro mortes que ocorrem no mundo, devido a complicagées de doengas como
a angina do peito, acidente vascular cerebral (AVC), hipertenséo arterial, arritmia,
ataque cardiaco, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, entre outras. Existem alguns
fatores de risco que aumentam consideravelmente a chance de um individuo
desenvolver uma doencga coronariana, destacando-se a idade (45 anos ou mais para
homens; 55 anos ou mais para mulheres), histérico familiar de doenca cardiaca
precoce, consumo de cigarro, pressdo arterial alta, sobrepeso ou obesidade,
inatividade fisica, niveis de diabetes e colesterol acima do recomendado (BLESSO e
FERNANDEZ, 2018).

Dentre os fatores de risco acima citados, a hipétese de que o CHO ingerido na
dieta contribui para o risco de doenca cardiaca surgiu no fim da década de 1960,
conforme relatos da literatura. Anos mais tarde, a American Heart Association
(Associacdo Americana do Coracéo), entidade americana sem fins lucrativos, passou
a recomendar cuidados no sentido de reduzir as mortes causadas por doencas
cardiovasculares, como limitar a ingestdo de CHO em 300,0 mg por dia para
individuos saudaveis (DIETSCHY e SIPERSTEIN, 1967; SOLIMAN, 2018).

No entanto, ndo a um consenso sobre qual a quantidade exata de CHO deve
ser consumida diariamente e, as Diretrizes Alimentares referentes aos anos 2015 a
2020 para os americanos, removeram a recomendacao de um limite maximo de 300,0
mg diarios, porém, ainda mantem a orientacdo de comer o minimo possivel de CHO
dietético e a manutencao de um padrdo alimentar saudavel (SOLIMAN, 2018).

No Brasil, 0 Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014) também n&o apresenta uma recomendac&o do valor maximo de CHO
a ser ingerido diariamente, apenas faz orientacdes a respeito do consumo moderado
de alimentos ricos em CHO e recomendam a escolha de uma alimentacdo saudavel.

Do ponto de vista quimico, o CHO é pertencente a classe dos esterois, também
conhecidos como esterdides alcodlicos. Esses compostos possuem uma estrutura
basica de dezessete atomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados entre si,

com ramificagbes que podem totalizar de 27 a 29 carbonos (TOIVO et al., 2001). A
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estrutura da molécula de CHO (Figura 1) é composta de um esqueleto de anel fundido
tetraciclico (regido hidrofébica), um grupo hidroxila (regido hidrofilica) no carbono 3,
uma ligacéo dupla entre carbono 5 e 6 e uma cadeia lateral de hidrocarboneto iso-octil
no carbono 17. Sua massa molecular é 386,35 g mol* e sua féormula molecular é

representada por C27Hs60 (LI et al., 2019).

Figura 1 - Estrutura quimica do CHO

HO

Fonte: adaptada de LI et al., 2019

Apesar dos problemas mencionados anteriormente, o CHO é essencial para
diversas funcdes celulares, principalmente na constru¢cdo, manutencéo e fluidez das
membranas nas diferentes temperaturas fisiologicas. Ainda, € a molécula precursora
para a sintese de vitamina D e de hormdnios esterdides, incluindo a glandula adrenal
dos hormoénios cortisol e aldosterona e o0s hormoénios sexuais progesterona,
estrogénios e testosterona, assim como seus derivados, esséncias no processo de
reproducao humana (HU, ZHENG e WANG, 2010; SOLIMAN, 2018).

No corpo humano, o CHO compreende cerca de 0,2% do peso corporal normal.
A maior parte esta no cérebro e no sistema nervoso, onde a sua funcéo ainda néo é
totalmente conhecida. Outra parte, esta nos musculos, onde € um componente
estrutural, na forma de CHO livre ou esterificado no grupo hidroxila, com acidos graxos
de diferentes cadeias e saturacdes (Figura 2), representando uma funcdo de
armazenamento de energia (HANSEN e WANG, 2015)
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Figura 2 - CHO esterificado
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Fonte: adaptado de TOIVO et al., 2001

No corpo humano, o CHO ¢é transportado por lipoproteinas, agregados
moleculares responsaveis pelo transporte dos esterois em meios liquidos, ja que eles
ndo se misturam facilmente com o plasma sanguineo. S&o dois 0s tipos principais:
lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low Density Lipoproteins) e lipoproteina de
alta densidade (HDL - High Density Lipoproteins). A lipoproteina de baixa densidade,
€ chamada popularmente de CHO “ruim”, porque transporta-o aos tecidos, incluindo
as artérias. A maior parte do CHO no sangue € a forma de LDL e quanto maior esse
nivel, maior o risco de doenca cardiaca. Ja a lipoproteina de alta densidade, é
chamada de CHO “bom”, porque leva-o dos tecidos para o figado, que o remove do
corpo, porém, um baixo nivel de CHO HDL também aumenta o risco de doenca
cardiaca (US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2010).

Se houver excesso de CHO no sangue, parte pode ficar preso nas paredes das
artérias e com o tempo, o acumulo pode formar uma placa, estreitando as artérias e
tornando-as menos flexiveis, causando o “endurecimento das artérias”, processo que
pode acontecer com 0s vasos sanguineos em qualquer parte do corpo, incluindo os
do coracédo. Se as artérias coronarias ficarem parcialmente bloqueadas pela placa, o
sangue pode nao ser capaz de trazer oxigénio e nutrientes suficientes para o musculo
cardiaco, causando as complicacbes citadas anteriormente (DIETSCHY e
SIPERSTEIN, 1967; LANGSTED e NORDESTGAARD, 2019).

A concentracdo de CHO total, ocorrendo na forma livre e como ésteres de CHO
no soro humano € altamente variavel entre os individuos. Os niveis ideais
de CHO para um adulto saudavel sdo: CHO total abaixo de 200,0 mg dL?, LDL-
colesterol (colesterol ~ “ruim”) abaixo de 1300 mg dL! e HDL-
colesterol (colesterol “bom") acima de 40,0 mg dL! para homens e acima de 50,0
mg/dL para mulheres (BRASIL, 2014).
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O método padrédo de referéncia para a medicdo do CHO total no sangue é
chamado de Abell-Kendall modificado. E um método quimico classico, em varias
etapas, que envolve a saponificacdo de ésteres de colesterol por hidroxido, a extracéo
com hexano e o desenvolvimento de cor com anidrido acético e &cido sulfdrico
concentrado (LI et al., 2019).

A introducdo de CHO no metabolismo ocorre por meio da sua sintese pelo
figado (enddégeno) e 20,0 a 25,0% € proveniente da dieta alimentar (exdgeno).
Pesquisas apontam que o aumento do consumo de CHO dietético esta associado a
diminuicdo da sintese de CHO pelo figado, possivelmente como um mecanismo
compensatério que mantém o nivel total do CHO constante (LANGSTED e
NORDESTGAARD, 2019).

As principais fontes de CHO na dieta s&o produtos de origem animal, ovos, leite
e carnes. Nos alimentos, o CHO ocorre como esteroéis alcoodlicos livres ou como
esteres de colesteril. A informacéao nutricional sobre o contetdo de CHO nos alimentos
€ relevante, uma vez que a sobrecarga pode aumentar drasticamente os niveis de
CHO plasmatico e, consequentemente, os riscos para a satde (CORTES-HERRERA
et al., 2018).

2.2 QUANTIFICAGCAO DE COLESTEROL EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS

A determinacao do teor de CHO nos alimentos é de primordial importancia para
selecionar uma dieta com baixa ingestdo de CHO e impulsiona o desenvolvimento de
técnicas para sua quantificacdo (LI et al., 2019). O CHO pode ser determinado por
varias técnicas analiticas, tais como, gravimetria, colorimetria, fluorimetria e
cromatografia, sendo essa a técnica mais comumente utilizada (ALBUQUERQUE et
al., 2016). Na literatura, varios trabalhos relatam o uso da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (KARDANI, MIRZAJANI e RAMEZANI, 2018; CLAUSEN, PIRES
E TARLEY, 2014; DANESHFAR, KHEZELI e LOTFI, 2009; PUOCI et al., 2008;
FENTON, 1992) e de cromatografia a gas (GC) (FLETOURIS et al., 2010; HWANG e
LEE, 2002; LUZON-TORO, ZAFRA-GOMEZ e BALLESTEROS, 2007) para a
determinacdo de CHO em amostras alimenticias. Ainda, a detec¢cdo de CHO é
relatada com o uso de medidas eletroanaliticas por voltametria ciclica (ANIRUDHAN,
DEEPA e BINUSSREEJAYAN, 2018).
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Matrizes complexas, como € o caso dos alimentos, podem tornar dificil a tarefa
de quantificacdo do CHO, requerendo etapas anteriores a injecdo em equipamentos
de deteccédo, como limpeza de amostras e métodos intensivos de pré-tratamento. A
abordagem mais comum envolve a extracdo da fracdo lipidica total seguida de
hidrélise alcalina (saponificacédo), remocao da matéria ndo saponificavel, limpeza do
extrato, possivel derivatizacao dos esterdis e separacao, para enfim proceder com a
quantificacdo. Porém, possui um tempo de operacdo longo e faz uso de uma
guantidade consideravel de solventes organicos caros e prejudiciais ao meio ambiente
(NEZHADALI, ES'THAGHI e KHATIBI, 2017).

A matriz alimentar € complexa e ndo homogénea, sua forma fisica pode variar
entre sélido e liquido com origem natural ou processada. Apesar de técnicas
avancgadas, o isolamento de um componente alimentar em um alimento, constituido
de enorme quantidade de substancias quimicas e eliminacdo de possiveis erros
durante a determinacao do analito, ainda é um objetivo dificil para os pesquisadores
(OTLES e KARTAL, 2016).

Apoés a coleta da amostra, a etapa de preparacdo antes da deteccdo e as
etapas de quantificacdo para os analitos ocupam a maior parte do tempo total da
analise e geralmente tem uma contribuicdo significativa para o custo total. A
dissolucéo completa da amostra, a remoc¢ao de potenciais interferentes, a separacao
dos analitos desejados da amostra e a sua concentracdo, devido aos limites de
deteccdo, sdo os principios basicos de um procedimento de preparacdo bem-
sucedido. Também, reduzir o tempo de andlise, diminuir a quantidade de solvente
organico utilizado para a extracdo e evitar a contaminacdo da amostra S0 0s outros
desafios importantes na andlise de alimentos (OTLES e KARTAL, 2016).

Na literatura, estdo descritas o uso de algumas técnicas para a extracdo do
CHO. A microextracédo liquido-liquido dispersiva (DLLME) pode ser uma alternativa
para as etapas de extracao e limpeza na preparacao da amostra, com as vantagens
de se obter um alto fator de enriquecimento, alta recuperacdo de extracdo e
simplicidade de operacdo. Porém, todo o processo de extracdo € manual e a
centrifugacéo limita o volume de amostra a ser utilizado, demanda maior tempo no
processo e dificultando a automacdo da técnica. Esse método foi utilizado por
Daneshfar, Khezeli e Lotfi (2009) na extracdo de CHO.

Uma alternativa para a quantificacdo do CHO é a extracdo em fase solida

(SPE), empregada, por exemplo, nos trabalhos de Clausen, Visentainer e Tarley
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(2014); Shi et al., (2006); Puoci et al., (2008), com a finalidade a remocdo de
interferentes da matriz da amostra e a concentracdo e o isolamento do analito de
interesse. Dentre as vantagens em relacao a outros métodos de extragao, cita-se o
menor consumo de solvente organico e assim o volume reduzido de residuos toxicos,
facilidade de automacéo, regeneracao da fase solida e capacidade seletiva. A SPE
envolve o particionamento do analito entre duas fases, a fase liquida (matriz da
amostra) e uma fase sélida (adsorvente) (AZZOUZ et al., 2018).

A forma tradicional de SPE (Figura 3) utiliza cartuchos ou colunas que contém
entre 50,0 e 1000,0 mg de sorvente empacotado, com operagdo manual, uso de
diferentes solventes para lavagem do sorvente, etapas de evaporacdo e secagem.
Muitos fatores afetam a preciséo quando se trabalha com SPE, entre eles o ajuste do
sistema de vacuo e a vazao dos solventes. Quando automatizada, requer manutencao
frequente, além dos sistemas hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel
(RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017).

Figura 3 - Representacao do esquema de extracdo em fase solida

(< > ) (<) () (<) (>

e — S
B e ==
0 Q0
— ==
o
-8 0
o0
L m— —— AL
i l 0 1] 8]
A o0
- - 0 >0
condicionamento adicdo da amostra lavagem  cluigdo
@ contaminante { compostos de interesse

Fonte: adaptado de LANCAS, 2008

Nos ultimos anos, diferentes materiais foram utilizados como adsorventes em
fase sélida, como nanotubos de carbono, silicas modificadas, MOFs (Metal Organic
Framework), MIPs (Polimeros Molecularmente Impressos), polimeros revestidos ou
enxertados, HDLs (Hidréxido Duplo Lamelar), nanopatrticulas e aerogéis de dioxido de
Titanio, entre outros (AHMADI et al., 2017).

Apesar das vantagens da SPE, o empacomento do material dentro das colunas
pode dificultar o processo de difusdo do analito da fase liquida para a fase soélida,

necessitando de quantidades superiores de sorvente e solvente. A fim de superar essa
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desvantagem, passou-se a dispersar o sorvente na fase liquida e agita-lo
mecanicamente usando agitacdo magnética, vortex ou ultra-som, facilitando o
processo de sorcdo. Essa técnica é conhecida como extracdo em fase solida
dispersiva (d-SPE), com baixo custo de operagédo e baixo consumo de solvente em
comparacdo com a SPE tradicional, devido ao sorvente interagir diretamente com os
analitos e ser separado da solucdo geralmente usando centrifugagdo, para em
seguida, ser realizada a dessor¢céao usando um eluente adequado (MALIK et al., 2019).

Os mesmos adsorventes citados na extragdo em fase solida podem ser aqui
utilizados e o trabalho relatado por Ahn et al., (2012) fez uso dessa técnica na extracao
de CHO. Porém, ha a dificuldade de isolar a fase solida da fase liquida, necessitando
de centrifugacdo e filtracdo, aumentando o tempo de operacéo final (SPELTINI et al.,
2017).

Para facilitar a separacéo entre as fases, a extracdo em fase soélida magnética
(MSPE) é uma técnica de pré-tratamento de amostras, com as vantagens de
separacao das fases com a aplicacdo de um campo magnético externo, economia de
tempo, facilidade de operacdo, menor quantidade de sorvente, baixo consumo para
solventes organicos toxicos em comparacdo com a SPE tradicional e
consequentemente, menor custo de operacdo. Fase solida e fase liquida sao
adicionadas em tubos e levadas a agitacao, distribuindo uniformemente o sorvente,
gue interage igualmente com a matriz e facilita o processo de concentracao do analito.
O sorvente € separado com a aplicacdo de um campo magnético externo e uma
aliquota da fase liquida é retirada para analise (ANSARI, 2017).

A extracdo em fase soélida magnética exibi vantagens como uma rapida difusao
do analito da solucédo para o adsorvente, alta relacdo entre area, espaco e volume,
reutilizacdo do material adsorvente, pré-concentracao seletiva do analito de interesse
e consumo minimo de solventes organicos em comparacdo com a extracdo em fase
sélida tradicional (ANSARI e KARIMI, 2017).

Uma representacdo desse método de extracdo é apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo do esquema de extracdo em fase sélida magnética
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Fonte: Adaptado de Speltini et al., 2017

Uma gama de sorventes esta disponivel para as técnicas de extracdo em fase
sélida descritas anteriormente e a selecdo deve ser feita de acordo com a matriz
alimentar, os analitos de interesse e as substancias interferentes. A silica € o sorvente
mais comum devido a sua adequacédo para modificacdo e estabilidade, além de ser
um sorvente vendido comercialmente. Exemplos tipicos séo: silica ligada com cadeias
nao polares como Cig (octadecil), Cs (octilo), grupos ciclohexil ou cadeias polares, tais
como grupos hidroxilo, ciano e diol, ou, resinas poliméricas, Florisil, sorventes polares
(alumina, carvao) e acido carboxilico ou grupos aminicos ligados a silica para a
obtencdo de grupos funcionais i6nicos. Porém, esses materiais ndo apresentam
seletividade ao analito de interesse, fator importante em algumas extracées (AZZOUZ
et al., 2018).

Os polimeros molecularmente impressos (MIP) ganharam popularidade por
oferecer uma maior seletividade ao composto alvo, permitindo a concentracdo do
analito, remocdo das substancias interferentes da matriz da amostra e posterior

eluicdo para a determinacédo analitica (SONG et al., 2014).
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2.3 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

Os polimeros molecularmente impressos sdo materiais Uteis para incorporar
locais de reconhecimento de substratos, sendo o reconhecimento molecular atribuido
aos sitios de ligacdo com tamanho, forma e ligacao conferida pelo préprio analito de
interesse (LI e ROW, 2018).

Na impressao molecular, ocorre a formagéo de complexos de interacao entre a
molécula de interesse (analito) e os monémeros funcionais, na presenca de um agente
de reticulacdo e de um solvente porogénico (CHEN et al., 2016). Ap6s a
polimerizacdo, a molécula molde é extraida e os sitios de ligacdo com forma, tamanho
e funcionalidades complementares ao analito alvo sdo criados. O MIP resultante é
guimicamente estavel, robusto e resistente a uma ampla faixa de pH, solventes e
temperatura. A capacidade de reconhecimento molecular do polimero
molecularmente impresso é investigada em relagdo ao polimero néo impresso (NIP,
Non Imprinted Polymer). Este material € sintetizado nas mesmas condi¢des do MIP,
com excecéo da adigdo do molde, funcionando como um polimero controle (CHEN et
al., 2016; MARTIN-ESTEBAN, 2013; MALITESTA et al., 2012).

O primeiro uso de MIP foi relatado somente em 1972, por Wullf e Ali Sarhan,
descrevendo a sintese do um polimero com sitios seletivos para separacao
enantiomérica de racematos de acUcares. Em 1983, Vlatakis e colaboradores
publicaram um documento que levou a aplicacdo generalizada de MIP em campos
diferentes. Mas foi a partir de 1993 que observou-se um grande numero de
publicacdes sobre o uso desse material (SZATKOWSKA et al., 2013; BELTRAN et al.,
2010; MAYES e WHITCOMBE, 2005; TARLEY, SOTOMAYOR, KUBOTA, 2005).

Nos ultimos anos, a producdo de polimeros molecularmente impressos foi
aprimorada e pode-se encontrar uma ampla literatura publicada sobre o material, sua
aplicacdo, métodos de sintese e escolha dos reagentes. A aplicacdo do material
sintetizado é fator importante a ser considerado e a escolha dos reagentes adequados
€ essencial para a obtencdo de um material com as propriedades desejadas (CHEN
et al., 2016). A Figura 5 apresenta uma representacdo esquematica da producédo de
MIP.
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Figura 5 - Representacédo esquematica da producédo de MIP
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Uma molécula molde € indispensavel na técnica de impressao molecular. O
analito alvo € geralmente selecionado como a molécula molde, desempenhando um
papel importante no processo de impressdo molecular (DENG e WANG, 2014). Esse
molde, para ser considerado ideal, deve atender aos seguintes requisitos: ser
guimicamente inerte, ter um grupo funcional adequado que possa interagir com o
mondmero funcional selecionado e ser estavel sob as condi¢des de polimerizacdo (por
exemplo: alta temperatura e irradiacdo UV) (CHEN et al., 2016; YAN e KYUNG, 2006).

A remocéao do molde apds a polimerizacao também é um fator critico na escolha
dos analito. Para facilitar a remo¢do do molde, o polimero impresso geralmente é
lavado com solucdes de carater acido ou basico, ou uma mistura de solventes. Em
alguns casos, pode ser necessario o aquecimento da solucdo de lavagem para
remocdo do molde e o emprego de mais de uma etapa de lavagem (SCHIRHAGL,
2014).

O papel do monémero funcional (MF) é de fornecer grupos funcionais para o
reconhecimento especifico ao polimero, por meio das interacdes entre a molécula
molde e o monémero funcional. Assim, um mondmero funcional ideal deve ser
favoravel a formacdo de um complexo e complementar as propriedades quimicas e a
geometria da molécula molde (CHEN et al., 2016; DENG e WANG, 2014).

E muito importante associar a funcionalidade do molde a funcionalidade do
mondmero funcional de uma forma complementar, por exemplo, doador de ligacdo de
hidrogénio com o aceitador de ligacdo de hidrogénio, para maximizar a formacao do
complexo e, assim, o efeito de impressdo. Em geral, um mondémero funcional &cido é

selecionado para a preparacdo de MIP para um analito basico, e um monbémero
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funcional basico para um alvo acido. Em alguns casos, a combinagdo de mondmeros
funcionais acidos e basicos é mais eficiente no efeito de impressao do que um unico
tipo de mondmero funcional, devendo-se atentar a reatividade dos mondmeros para
assegurar que a copolimerizacao seja viavel (LI e ROW, 2018; CORMACK e ELORZA,
2004).

No processo de polimerizacdo, um agente de ligacado cruzada é usado para
fixar mondmeros funcionais em torno das moléculas molde, formando assim um
polimero rigido altamente reticulado, mesmo apos a remocao do molde. O tipo e a
guantidade desse reagente, tem influéncia na seletividade e na capacidade de ligacao
do MIP. Geralmente, uma quantidade muito pequena resultard em propriedades
mecanicas instaveis devido ao baixo grau de reticulacdo e, uma quantidade grande
reduzird o nimero de sitios de reconhecimento (CHEN et al., 2016).

Os solventes porogénicos atuam como meios de dispersdo e agentes
formadores de poros no processo de polimerizacdo, desempenhando um papel
importante na polimerizacdo. A polaridade do solvente pode afetar a interacédo entre a
molécula molde e o monémero funcional e, portanto, as propriedades de adsorcao do
MIP, especialmente em sistemas de interacdo néo covalentes (SPELTINI et al., 2017).

O primeiro polimero molecularmente impresso para a molécula de CHO é
descrito por Whitcombe e colaboradores (1995), com uma abordagem diferenciada
para a introducdo da funcionalidade do sitio de reconhecimento. A metodologia
baseava-se na utilizacdo do éster 4-vinilfenilcarbonato funcionando como um molde
ligado covalentemente ao mondémero funcional etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA).
Essa ligacao € facilmente clivada por hidrélise basica, com a perda de CO., resultando
na formacdo de um sitio de reconhecimento ndo covalente, contendo um residuo
fendlico, capaz de interagir com o CHO através de ligacGes de hidrogénio. Os autores
verificaram que os polimeros obtidos por este método se ligam ao CHO com uma
Unica constante de dissociacdo, exibindo assim caracteristicas semelhantes a um
receptor biolégico ou hospedeiro sintético. A capacidade maxima de adsorcao obtida
foi 1,14 mol g™*.

Hwang e Lee (2002), avaliaram polimeros impressos de CHO por polimerizacao
em bulk covalente e ndo covalente. A impressdo covalente envolvia a utilizagdo do
molde 4-vinilfenilcarbonato, enquanto a ndo covalente utilizava diferentes monémeros
funcionais (acido metacrilico ou 4-vinilpiridina) com a molécula de CHO. Os materiais

foram empacotados em colunas e todos separaram o CHO de outros esteroides e
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verificou-se que a capacidade de adsorcao dependia significativamente do uso de
mondmeros funcionais, alcancando uma capacidade de sor¢édo de 3,5 mg g para o
polimero impresso covalentemente, 4,0 mg g com o monémero funcional 4-
vinilpiridina e 3,1 mg g** com o mondmero funcional acido metacrilico. Os autores
sugeriram que o polimero covalentemente impresso tem potencial para andlise
guantitativa.

Puoci e colaboradores (2007) obtiveram um sorvente para extracdo em fase
sélida de CHO em matrizes de alimentos, que segundo 0s autores, superava as
limitac6es dos métodos tradicionais de detec¢do, que requerem pré-tratamentos das
amostras, como a saponificacéo e a extracdo com solventes organicos. Neste estudo,
trés propor¢cBes de acido metacrilico (monémero funcional) e dimetacrilato de
etilenoglicol (agente de reticulagdo) foram estudadas, devido a diferentes
caracteristicas hidrofilicas que estes reagentes provem ao material. Para os autores,
o material apresenta seletividade ao CHO frente a interferentes (progesterona e
hidrocortisona) e os materiais podem ser utilizados com sucesso para a determinagao
de CHO em amostras de queijo.

Gupta e Kumar (2011) apresentaram polimeros hibridos sol-gel obtidos em
meio reacional aquoso e meio reacional organico. A porcentagem de adsorcdo ou
religacdo foi maior para o polimero derivado de fenil-trietoxissilano (PhTEOS),
sintetizado pelo método sol-gel em pH &cido. Para os autores, varios fatores afetam a
religacdo das moléculas molde e o estudo forneceu informacgdes sobre a impressao
molecular do CHO em matriz sol-gel, destacando a importancia da caracterizacao dos
materiais antes de aplica-los.

Polyakova e colaboradores (2016) apresentaram novos polimeros organico-
inorganico utilizando metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) e dimetacrilato de
etilenoglicol (EGDMA) como co-mondmeros, preparados por co-polimerizacdo na
superficie de nanoparticulas de celulose e estabilizadas com poli(vinil pirrolidona)
(PVP) em diferentes concentracbes de CHO como molécula molde. Os estudos de
adsorcao revelaram que as capacidades maximas de adsorcdo aumentaram para o
material sintetizado na concentracdo mais alta de CHO.

Inanan e colaboradores (2016) estudaram nanoesferas poliméricas impressas
com CHO preparando um complexo de pré-polimerizacdo com CHO como molde e
éster metilico de N-metacriloil amido-(l)-fenilalanina (MAPA) como monémero

funcional. Os estudos de competicdo de adsor¢cdo com analogos de CHO, estrona,
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estradiol, testosterona e progesterona apresentaram coeficientes de seletividade
relativos 10,4 vezes maiores quando comparados as nanoesferas poliméricas néao
impressas.

O emprego de MIP no desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para
colesterol também tem sido reportado. Chou e Liu (2005), desenvolveram um sensor
eletroquimico usando um polimero molecularmente impresso para colesterol. A
reacao redox ferri-ferro foi usada como meio de quantificar o colesterol. Este sensor
eletroquimico empregou um eletrodo de ouro modificado, um eletrodo contador de
platina e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (prata/cloreto de prata) e o alcanotiol para
formar o filme no eletrodo de trabalho de ouro. Segundo os resultados obtidos pelos
autores, este protétipo de sensor poderia detectar concentracdes de colesterol entre
66,0 e 700,0 nM utilizando apenas um 1,0 puL de volume de amostra.

Em trabalho desenvolvido anteriormente no grupo de pesquisa, Clausen e
colaboradores (2014), descreveram a sintese de polimeros molecularmente
impressos com diferentes propor¢cdes de poli (acido metacrilico) (MAA) e
tetraetoxisilano (TEOS) e relatam seu desempenho na capacidade de adsorcéo e
seletividade para CHO. Os resultados dos estudos de adsor¢do de CHO nos materiais
hibridos apontam a preferéncia para o meio apolar, especialmente em cloroformio. A
avaliacdo cinética mostrou que o tempo de equilibrio era alcancado rapidamente, de
12 e 20 minutos para os polimeros sintetizados na relagdo molar MAA/TEOS de 6:1 e
1:5, respectivamente e a adsorcdo se ajustou ao modelo de pseudo-segunda ordem
apontando para a natureza quimica do processo de adsorcdo, enquanto a equacao
de Langmuir-Freundlich apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais,
sugerindo a existéncia de dois tipos de adsorcdo. As capacidades maximas de
adsorcao obtidas para os polimeros sintetizados nas relacées molares MAA/TEOS de
6:1 e 1:5 foram de 214,8 e 166,4 mg g™, respectivamente, com uma maior capacidade
de adsorcéo para os polimeros impressos em relacdo aos polimeros ndo impressos
correspondentes. Para o estudo de seletividade de CHO na presenca de compostos
analogos estruturalmente (5-a-colestano e 7-dehidrocolesterol), o polimero sintetizado
na relacdo molar MAA/TEOS de 6:1 foi muito mais seletivo para o CHO do que o
preparado na proporcéo de 1:5, o que segundo 0s autores, sugere que os sitios de
ligacdo seletiva sdo providos pelo grupo carboxila da MAA, gue desempenha um papel

central no efeito de impressao dos materiais.
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Esse polimero foi avaliado para limpeza e extracdo seletiva de CHO em
amostras de leite. A andlise do leite foi inicialmente baseada na saponificacdo seguida
de extracdo liquido-liqguido. Em seguida, o protocolo de extracdo de fase sélida
impressa molecularmente foi realizado, carregando-se o extrato saponificado de leite
em 200,0 mg de MIP ou NIP empacotados em cartuchos de SPE. A etapa de lavagem
foi realizada utilizando n-hexano e a eluicdo com etanol, com posterior analise por
HPLC-DAD. Cromatogramas mais limpos foram obtidos para amostras de leite
submetidas a extracdo em fase sélida pelo MIP em comparac¢do com a extracdo em
fase solida usando o NIP ou octadecil silica modificada (C18). Nas amostras de leite,
0s autores obtiveram recuperacgdes variando de 96,6 a 102,2% para amostras de leite
fortificados com CHO, o que atesta a exatiddo do método proposto (CLAUSEN,
VISENTAINER e TARLEY, 2014).

Dependendo dos tipos de ligagcdes quimicas entre a molécula molde e o
mondmero existem trés metodos distintos de impressédo molecular para o preparo dos
MIPs: impressdao molecular covalente, impressdo molecular néo-covalente e
impressao molecular semi-covalente (DENG e WANG, 2014).

A impressao covalente usa uma ligacéo covalente reversivel para ligar o molde
com o mondmero. Apos a polimerizacédo, a ligacdo covalente € quebrada para libertar
o molde do polimero sélido e fornecer um sitio impresso. No processo de religacao, o
molde se associa novamente por meio da mesma ligacéo covalente (MADHURI et al.,
2014). No entanto, a dificuldade em projetar um complexo monémero-molde no qual
a formacé&o da ligacdo covalente e a clivagem séao facilmente reversiveis torna esta
sintese bastante restritiva (MARTIN-ESTEBAN, 2013; MAYES E WHITCOMBE,
2005).

Diferentemente da sintese covalente, a sintese ndo covalente é baseada na
formacdao de interacdes ndo covalentes (ligacdes de hidrogénio, interacdes entre ions)
entre a molécula molde e o monémero funcional antes da polimerizacdo (MADHURI
et al., 2014). O procedimento experimental é bastante simples, com uma grande
variedade de mondmeros capazes de interagir com a maioria de possiveis moléculas
molde comercialmente disponivel, sendo esta sintese, a mais usada para a
preparacdo de MIP. No entanto, as interacdes molécula molde e mondémero séo
regidas por um processo de equilibrio e, a fim de deslocar o equilibrio para a formacao
do complexo monémero-molde, uma grande quantidade de monémero € usada e,

consequentemente, o excesso de monémeros livres € incorporado aleatoriamente na
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matriz polimérica, levando a formacao de didmetros de particulas e sitios de ligacao
menos uniformes (MARTIN-ESTEBAN, 2013; MAYES E WHITCOMBE, 2005).

Uma opc¢éo intermediaria € a sintese semi-covalente. Neste caso, o molde
também é ligado covalentemente a um mondmero funcional antes da polimerizacao,
mas a religacao € baseada apenas em interacdes ndo covalentes (LI e ROW, 2018).
A sintese semi-covalente é uma tentativa de agregar as vantagens da rota sintética
covalente (controle rigoroso da localizagdo do grupo funcional e distribuicdo mais
uniforme dos sitios de ligacdo) com a rota sintética ndo covalente (reduzir a restricao
cinética no processo de religagdo) (CHEN et al., 2016; EWEN E STEINKE, 2008).

Uma outra vantagem dessa sintese, € que devido as diferentes interacdes
estabelecidas entre o molde e o mondmero funcional antes do processo de
polimerizacdo e durante o uso do material, uma propor¢cao menor de molécula molde
e monOmero funcional & necessario para garantir a melhor impresséo no polimero
final. A raz&o molar entre o molde e o monémero funcional usado €é baixo, geralmente
1:1 ou 1:2, enquanto para a sintese ndo-covalente, as razdes tipicamente variam de
1:4 a 1:8, dependendo da afinidade do mon6émero funcional com o molde (BELTRAN
et al., 2010).

Inicialmente a impressdo semi-covalente foi projetada com o uso de um
espacador sacrificial para a obtencdo da cavidade polimérica, onde um éster é
sintetizado a partir de um acido carboxilico e de um alcool para em seguida, passar
pela etapa de polimerizacdo. No entanto, a hidrélise do molde muitas vezes néao é
direta e as exigéncias estéricas de um acido e um alcool no contato de ligacédo de
hidrogénio sédo bastante diferentes do éster correspondente, o que dificulta em grande
parte a impressao (MAYES e WHITCOMBE, 2005).

Esse método foi reportado pela primeira vez por Whitcombe et al., (1995),
utilizando o éster 4-vinilfenilcarbonato como monémero ligado covalentemente ao
colesterol (molde), que é facilmente clivado, com a perda de CO2. O grupo carbonila
agiu como um “espacador sacrificial”, resultando na formacdo de um sitio de
reconhecimento para o CHO por interacdes ndo covalentes. O esquema proposto

pelos autores é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema de sintese semi-covalente com espacador sacrificial proposto
pelos autores

AIBN, B50C, 24h

RORE —

l 1M NaOH/MeOH
) refiux
Cholestercl

In n-haxans

—_—

Fonte: adaptado de Whitcombe et al., (1995)

Além da escolha adequada dos reagentes e de avaliar qual a abordagem de
impressao molecular, o procedimento de sintese também tem influéncia no material
final. Polimeros molecularmente impressos podem ser preparados em uma variedade
de formas, conforme aplicacdo desejada (MALIK et al., 2019).

O método convencional para sintetizar MIP é a polimerizacdo em bulk,
amplamente empregada por ser simples e de facil controle. Todos componentes
envolvidos nesta técnica sdo dissolvidos em um volume baixo de um solvente
porogénico adequado e o sistema é deixado para polimerizar (BELTRAN et al., 2010).
Entretanto, o material obtido por essa técnica precisa ser moido e peneirado para
obtencao de um material particulado com o tamanho desejado e estes procedimentos
prejudicam a morfologia das particulas, deixando-as com tamanhos e formas
irregulares, ndo sendo indicado como material adsorvente, uma vez que durante a
trituracdo, alguns sitios seletivos formados séo parcialmente destruidos, o que diminui
a capacidade seletiva de retencdo do polimero (DENG E WANG, 2014; HU et al.,
2013).

Visando evoluir nos processos de sintese de polimeros molecularmente
impressos, superar 0s inconvenientes da técnica tradicional e facilitar o processo de
adsorcao e eluicdo, a combinacdo dois ou mais materiais passou a ser estudada.

Dessa forma, a estratégia de impressdo molecular de superficie € outra abordagem
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para a obtencdo de MIP. Essa proposta é capaz de gerar uma fina camada de material
impresso na superficie de um suporte. Assim os locais de reconhecimento sdo
posicionados perto da superficie, dentro de cavidades do material suporte. Isso é
benéfico para a remocéo eficiente de moldes e melhorar a acessibilidade desses sitios
no processo de religacdo. Além disso, os MIP de superficie tendem a ser mais
robustos fisicamente devido a presenca do suporte, que desempenha um papel
fundamental para o desempenho dos MIP (WANG et al., 2019).

2.4 MATERIAIS MAGNETICOS

A impressao de um polimero em um nucleo com propriedades magnéticas (por
exemplo, ferro, niquel, cobalto, suas ligas ou Oxidos), proporciona maior area de
superficie por volume, tornando as cavidades impressas mais acessiveis ao analito.
Na aplicacdo de separacdo de fase soOlida magnética, os passos tradicionais de
operacao, filtracdo e centrifugacdo sdo simplificados e, a separacdo solido-liquido
pode ser rapidamente alcancada pelo efeito do campo magnético externo (ANSARI e
KARIMI, 2017; YANEZ-SEDENO, CAMPUZANO e PINGARRON, 2017).

Particulas magnéticas de oxido de ferro (Fe30a), sdo consideradas ideais para
aplicacdes biologicas e ambientais, utilizando-se de suas propriedades magnéticas
gue podem ser manipuladas por um campo magnético externo permitindo a separacéo
do material do meio de analise (CHANG, CHEN e LI, 2012).

A sintese dessas particulas magnéticas de oxidos de ferro pode ser realizada
pelo método co-precipitacdo, com uma mistura estequiométrica de sais de Fe (ll) e Fe
(1) em meio aquoso basico de hidroxido de sodio (NaOH) ou hidroxido de amonio

(NH4OH), conforme a sequéncia de reagfes a seguir (YAMAURA et al., 2004).

Fe?t + 2Fe3* + 80H™ & 2Fe(OH); + Fe(OH), < FeO + Fe,05 + 4H,0

As condi¢cBes experimentais sao importantes e dependem do tipo de sal ibnico
(cloretos, sulfatos, nitratos ou percloratos) e, da relacdo de concentracdo entre
Fe?*/Fe®*. Outros parametros de sintese, como atmosfera inerte, pH, forca idnica do
meio e temperatura de reacdo, podem ser ajustados na sintese para controlar e

melhorar as propriedades magnéticas (CAMPOS et al., 2015).
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Varios tipos de oxidos de ferro subsistem na natureza, os mais comuns Sao
magnetita (Fez04), maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe>03), sendo que a estrutura
cristalina dos trés éxidos pode ser definida em termos de planos compactos de anions
de oxigénio com cations de ferro em sitios intersticiais octaédricos ou tetraédricos
(WU, HE e JIANG, 2008).

Devido ao seu polimorfismo, a magnetita (FesOs) € uma das fases
cristalograficas mais interessantes de oxido de ferro, especialmente em suas formas
nanométricas. Exibindo o magnetismo mais forte de qualquer 6xido de metal de
transicao, tornou-se importante minério de ferro e recurso natural para a industria
elétrica. Nessa estrutura, o ion ferro esta presente em dois estados de oxidacao (Il e
lll, FeO e Fe20s3), possui estrutura inversa de espinélio e com os ions Fe nos
intersticios octaédricos, responsaveis pela magnetizacdo de saturacdo ou pelo
comportamento magnético do material. No entanto, pode perder gradualmente suas
propriedades magnéticas quando submetido a um meio de reagdo em condicdes
extremas, devido a facilidade de oxidacéo do ferro (II) em ferro (11I) (MENDONCA, et
al., 2019).

A maghemite ocorre nos solos como um produto de intemperismo de magnetita
ou como um produto de aquecimento de outros 6xidos de ferro, apresentando
propriedades magnéticas semelhantes a magnetita. A hematita, € o oxido de ferro
mais conhecido e o polimorfo mais frequente que existe na natureza como mineral,
com um comportamento ferromagnético fraco ou anti-ferromagnético a temperatura
ambiente, é extremamente estavel sob condicbes ambientais (WEGMANN e
SCHARR, 2018).

Apesar de desenvolvimentos significativos na sintese de particulas magnéticas,
manter a estabilidade desse material por um longo tempo, sem aglomeracéo,
precipitacdo ou perda de magnetismo, ainda sdo questdes importantes, sendo a
estabilidade é um requisito importante para a aplicacdo desse material. Metais,
especialmente puros, como ferro, cobalto e niquel e seus respectivos 6xidos sdo muito
sensiveis ao ar, sendo essa a maior dificuldade para o uso. A suscetibilidade para a
oxidagao torna-se maior quanto menor as particulas e faz-se necessario estratégias
para melhorar a estabilidade quimica desse material (SILVA, PINEDA e
BERGAMASCO, 2014).

Uma das estratégias € dispersar as particulas magnéticas em uma matriz, com

uma variedade de configuracbes possiveis (dispersos em uma matriz amorfa,
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enxertados em particulas maiores de mesoescala ou estruturas tridimensionais bem
definidas) que além da estabilidade, também podem introduzir novas propriedades
fisicas e biolégicas e comportamento multifuncional (BEHRENS, 2011).

Uma alternativa para proteger éxidos de ferro, é a incorporacdo em uma rede
de silica, proporcionando uma maior dispersédo das particulas de 6xido de ferro em
solucao, preservacao da atragcdo magnética, maior estabilidade e resisténcia ao meio
acido. Ainda, é possivel efetuar modificagdes na superficie da silica (os abundantes
grupos silanol podem ser facilmente ativados) e nos poros da silica (como a
polimerizagdo, proporcionando cinética de sorcdo mais rapida e aumento na
capacidade de sorcdo). Uma cépsula de silica ndo protege apenas o0s nucleos
magnéticos, mas também impede o contato direto com agentes prejudiciais ao
magnetismo, evitando interacdes indesejaveis (SPELTINI et al., 2017; WEGMANN e
SCHARR, 2018).

A impressdo de MIPs em superficies suportes, por exemplo, SiO2, Fez0s4,
nanotubos de carbono, Fes04/SiO2, e outros materiais porosos, tem sido bem-
sucedida, aumentando a capacidade de ligacdo e reduzindo o tempo de equilibrio,
sendo a capacidade de ligacdo dependente da area de superficie do suporte solido
(XIE et al., 2015; ZHAO et al., 2008).

Portanto, materiais com grande area de superficie tém potencial para a
aplicacdo de MIPs de superficie e ganharam muita atencdo na separacao em fase
sélida, e a integracdo desses materiais com polimeros molecularmente impressos €,

sem duvida, de grande interesse para aplicacdes praticas (XIE et al., 2015).

2.5 SINTESE DE POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO MAGNETICO

Em face das vantagens dos polimeros molecularmente impressos e materiais
magneéticos, estudos recentes tem reportado a unido dos materiais em um Unico
adsorvente chamado polimero molecularmente impresso magnético (LI e ROW,
2018). O primeiro artigo publicado relatando o uso de MIP magnético data de 1998,
por Ansell e Mosbach, em que o 6xido de ferro foi incorporado ao polimero usando
uma metodologia de polimerizacdo em suspensdo com perfluorocarbono como fase
de dispersdo e monémero funcional acido metacrilico-1,1,1-trimetilolpropano, para o

(S)-propranolol. O material resultante foi capaz de se ligar ao (S)-propranolol mais
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fortemente do que o polimero ndo impresso. A seguir sera discutido de forma sucinta
a fundamentacao tedrica e aplicacdo de MIPs magnéticos.

Os polimeros molecularmente impressos magnéticos atrairam atencao
consideravel nos ultimos anos devido a sua capacidade de reconhecimento,
estabilidade magnética, preparacdo relativamente simples e de baixo custo, sendo
amplamente utilizados na extragcdo em fase solida magnética. Com uma gama de
moléculas alvo, possuem potencial para aplicacdo em separacéo e purificacdo nas
areas de alimentos, ambiental e eletroquimica (LI e ROW, 2018; ANSARI, 2017a).

A sintese de polimeros molecularmente impressos em superficie é realizada
apos a obtencao do nucleo do material e de sua protecao. Inicialmente sintetiza-se o
oxido de ferro, envolve-se sua estrutura em outro material para a preservacao de suas
propriedades magnéticas e obtencéo de novas propriedades (ANSARI, 2017a).

O procedimento geral para a obtencdo dos polimeros magnéticos é descrito a
seguir (KWASNIEWSKA, GADZArA-KOPCIUCH E BUSZEWSKI, 2015; ANSARI e
KARIMI, 2017):

e Sintese de um material magnético, comumente o 6xido de ferro.

e Protecdo do o6xido de ferro, preservando a sua propriedade magnética e
funcionalizando sua superficie (a silica € um dos materiais mais empregados,
através da ligacao dos grupos silanois as hidroxilas do 6xido de ferro).

e Apés a realizacdo dos passos descritos acima, procede-se a sintese do
polimero. Inicialmente, a molécula molde é dissolvida e o monémero funcional
€ adicionado. A mistura resultante € agitada para preparar a solucao de pré-
polimerizacao.

e O O6xido de ferro envolto em silica previamente preparado € misturado com o
agente de reticulacéo e a solucao de pré-polimerizacdo. Esta mistura € agitada
e o iniciador de radical é entdo adicionado. O agente de reticulacao liga-se a
rede de silica por interacdo com os grupos silanois da superficie.

e A mistura resultante é dispersada em solvente em um baldo de fundo redondo
préprio para rea¢des, agitada e purgada com nitrogénio gasoso para a retirada
do oxigénio do meio reacional, enquanto a temperatura € aumentada para um

valor adequado.
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e ApOs a polimerizagdo, o material é lavado varias vezes até que a molécula
molde tenha sido completamente retirada. Por fim, o material é levado para
secar.

Na literatura encontra-se duas vertentes principais para a aplicagcdo dos
polimeros magnéticos: extracdo de compostos de matrizes complexas (amostras
ambientais, alimentares e bioldgicas) e acoplamento a sensores eletroquimicos.

O uso de polimeros magnéticos no campo da separagdo tem atraido
consideravel atencdo nos ultimos anos, devido a alta eficiéncia de reconhecimento e
seletividade, baixo custo, possibilidade de procedimentos em larga escala e pequenas
guantidades de residuos toxicos.

Khan e colaboradores (2018), sintetizaram um polimero magnético
molecularmente impresso para a analise de ametrina (4-N-etil-6-metilsulfanil-2-N-
propan-2-il-1,3,5-triazina-2,4-diamina), um popular herbicida. A metodologia analitica
desenvolvida, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV
(HPLC-UV), mostrou seletividade adequada e apresentou limite de deteccéo (LD) e
guantificacdo (LQ) de 25,0 e 82,0 nmol L™, respectivamente. O material foi aplicado
em amostras de tomate, pimentdo e morango, obtendo-se recuperacbes de
102,0%+6,0%. Os estudos foram realizados com adicdo de padrdo, jA que a
contaminacao estava abaixo do limite de quantificacdo do método.

Yuan e colaboradores (2016), apresentaram uma nova estratégia para a
extracao de bisfenol A (BPA) do leite, empregando 6xido de ferro recoberto com silica
como nucleo e obtendo cavidades de reconhecimento altamente seletivas com a
impressédo de um polimero baseado em mondémeros funcionais binarios, 4-vinilpiridina
(4-VP) e beta-ciclodextrina (B-CD). Os resultados da caracterizac&o sugeriram que o
MIP foi sintetizado uniformemente na superficie do Fe;0.@SiO2 e 0s experimentos
de adsorcdo revelaram que o material apresentou melhor capacidade de extracao e
seletividade para o BPA e seus analogos do que os polimeros nédo impressos (NIPSs).
A capacidade maxima de adsorc¢éo foi de 17,98 mg g e a recuperagéo de BPA em
amostras de leite foi 99,21%, 98,07% e 97,23%, respectivamente, para trés
concentracdes: 1,0 pmol L, 10,0 mol L, 100,0 umol L. A avaliagcdo dos autores foi
gue material pode ser usado para remover o BPA em amostras de leite.

Chen e colaboradores (2009), sintetizaram polimeros magnéticos
molecularmente impressos usando oxitetraciclina como molécula molde, acido

metacrilico como mondmero funcional e estireno e divinilbenzeno como componentes
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da matriz polimérica. O material foi aplicado a separacgéo de antibioticos de tetraciclina
de amostras de ovos e tecidos, realizando o procedimento de extragéo e limpeza em
uma Unica etapa com a agitacdo da amostra na presenca do solvente de extracéo e
adsorvente e posteriormente, separando o polimero facilmente com um ima. A
viabilidade deste método foi validada pela anélise de amostras de ovos, comparando
os resultados com os obtidos pelo método classico (extracdo por solvente,
centrifugacéo e posterior limpeza e concentracdo por extracdo em fase sélida). As
recuperacOes variaram de 72,8% a 96,5% (com desvios padréo relativos na faixa de
2,9 a 12,3%). Segundo os autores, 0 método proposto reduziu as complicagdes do
método classico e melhorou a confiabilidade dos resultados obtidos.

Cheng e colaboradores (2019), usaram a quercetina como molécula molde para
um polimero magnético molecularmente impresso com estrutura core-shell, preparado
por impressao molecular de superficie. O material apresentou alta capacidade de
adsorcao e reconhecimento especifico para a quercetina. A capacidade maxima de
adsorcdo foi 10,52 mg g*, atingindo o equilibrio de ligacdo em 30 minutos. O
adsorvente foi aplicado com sucesso para extrair e determinar a quercetina a partir de
amostras de maca com recuperacdes relativamente altas (89,2—-93,6%) e desvios
padrao relativos de menores que 5%. A avaliacdo dos autores foi que o sorvente tém
potencial para determinacéo de quercetina em amostras reais.

Por sua vez, na eletroquimica a principal aplicacdo de MIP magnéticos € como
sensores eletroquimicos, fornecendo métodos de deteccao rapidos para a molécula
molde. A propriedade magnética facilita a incorporacdo dos materiais poliméricos na
superficie do eletrodo, com caracteristicas analiticas atraentes em termos de
simplicidade, reprodutibilidade, baixo custo, alta seletividade e rapido tempo de
separacao.

Lahcen e colaboradores (2017), relatam a sintese, caracterizacdo e estudo
eletroquimico de um polimero molecularmente impresso magnético para a
determinacdo de 17-B-estradiol (17-B-E2). A caracterizacdo eletroquimica foi
estudada por voltametria ciclica e impedancia eletroquimica. Com as condi¢cfes de
analise otimizadas, a corrente de pico de oxidacao foi linearmente relacionada a
concentracdo de 17-B-E2 na faixa de 0,05 a 10,0 uM. O sensor baseado no material
sintetizado amplifica a corrente de oxidacdo em medicbes voltamétricas de onda
guadrada que permite atingir 20,0 nM como limite de detec¢ao. Ainda, o sensor exibe

uma alta seletividade em relagdo ao analito e foi aplicado com sucesso para sua
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determinacdo em amostras de agua do rio, com recuperacdes de 96,0% e 97,0% para
a adicdo de 2,0 e 5,0 uM de 17-B-E2, respectivamente, e desvio padréo relativo na
faixa de 5,2-6,5%.

Hassan e colaboradores (2018), realizaram a deteccdo eletroquimica do
pesticida organofosforado metil paration em peixes, pré-concentrando o analito em
um polimero magnético molecularmente impresso e analise eletroquimica com um
eletrodo magnético em voltametria de onda quadrada. Esse sensor eletroquimico
mostrou excelente desempenho analitico para a deteccao do analito em peixes, com
um limite de detecgdo baixo (1,22 x 10°®* mg mL') e valores de recuperacao variando
de 89,4% a 94,7%. A perspectiva apontada pelos autores é que o material sintetizado
apresentou seletividade pronunciada para o analito a partir das amostras complexas,
permitindo expandir este material em outras areas, para a deteccédo deste pesticida
em controle ambiental e de seguranga alimentar.

Jiang e colaboradores (2016), desenvolveram um novo sensor eletroquimico
para medir moléculas sinalizadoras de bactérias Gram-negativas usando polimeros
impressos molecularmente em um nucleo magnético. O material magnético foi
depositado em uma superficie de eletrodo magnético (m-GEC) e caracterizado por
medidas eletroquimicas. A voltametria de pulso diferencial foi utilizada para registrar
o sinal de corrente oxidativa e o limite de deteccéo deste ensaio foi determinado em
8x107%° mol L™ com uma faixa de deteccéo linear de 2,5x107° mol L™ a 1,0x107 mol
L™1. Os autores apontam que este sensor eletroquimico € uma nova ferramenta que
permite a medicdo quantitativa de moléculas sinalizadoras de bactérias Gram-
negativas, com aplicacfes potenciais nas areas de diagndstico clinico ou analise de
alimentos, capacidade de deteccdo em tempo real, alta especificidade, excelente

reprodutibilidade e boa estabilidade.

2.6 ESTUDO DE CINETICA DE SORGAO

O processo de sorcdo € um fenébmeno superficial pelo qual uma mistura de
fluido de véarios componentes (gas ou liquido) é atraida para a superficie de um
adsorvente sélido por ligacdes fisicas ou quimicas. Reconhecido como uma
abordagem promissora, € amplamente utilizada, principalmente pela sua simplicidade
(FOO e HAMEED, 2010).
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Prever a taxa de remoc¢do de um analito no processo de sor¢do € um fator
importante a ser estudado. Para isso, alguns modelos cinéticos tém sido empregados
para avaliar a natureza do processo cinético de adsorcao. A principal vantagem € a
simplicidade e facilidade na aplicagéo para correlacionar os dados sem a necessidade
de usar procedimentos computacionais avancados. Na maioria das vezes, mais de
um modelos cinético é avaliado a fim de obter-se o melhor ajuste aos dados
(PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009).

O tempo de equilibrio esta diretamente ligado a capacidade maxima que um
adsorvente pode reter um adsorvato. A quantidade méaxima sorvida (Qe) é calculada

de acordo com a Equacgéo 1:
Q. = (Cy—C,) *% Equacéo 1

Um dos primeiros modelos cinéticos para a sor¢cdo em superficies sélidas em
um sistema de adsorcdo solido/liquido foi a de Lagargren, em 1898, também
conhecida como equacao cinética de pseudo-primeira ordem. Utilizada amplamente
em processos de adsorcdo do soluto de uma solucao liquida e esta baseada na
capacidade de adsorcao do sélido (AZIZIAN, 2004).

Este modelo pressupde que a taxa de ocupacao dos locais de sorcédo é
proporcional ao numero de locais desocupados. Dessa forma, 0 modelo assume que
no momento inicial da sor¢cdo as quantidades de locais de ligacdo livre sdo muito
maiores do que no equilibrio. Assim, este modelo deve ser usado no periodo inicial
de sorcao e sofre de algumas limitacBes ao longo do tempo de sorcédo (OLIVEIRA,
SEGATELLI e TARLEY, 2016). O modelo de pseudo-primeira ordem é representado
pela Equacdo 2 na sua forma néo linearizada e pela Equacdo 3 na sua forma

linearizada:

Q=0Q.— Q' Equac&o 2

log(Q. — Q) =log Q. — KL t Equacéo 3

2,303
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Em que, Kf (L min!) é a constante de velocidade de adsor¢do pseudo 12 ordem;
t (min) é o tempo de adsorcdo; Qe (mg g') a quantidade de adsorvato adsorvida no
equilibrio e Qt (mg g*) a quantidade de adsorvato adsorvida no tempo t.

O modelo cinético de pseudo-segunda ordem também é baseado na
capacidade de sorcéo da fase sélida e relata o comportamento do processo em toda
a faixa de tempo de contato. Reconhece que a capacidade de sor¢éo é proporcional
ao numero de locais ativos ocupados no sorvente envolvendo locais com diferentes
energias de ligacdo e € capaz de prever a sor¢do de adsorvato em toda a extensao
da sorcao (AZIZIAN, 2004), sendo a forma néo linearizada descrita pela Equacéo 4 e

a forma linearizada descrito pela Equacgéao 5:

t*Ks* Q3 ~
= Equacao 4
Qt 1+(t*xks*Qe) quag
t 1 1 ~
— = +—.t Equacao 5
Q  KsQ& Qe quag

Em que Ks (g mg™* min') é a constante de velocidade de adsorcédo de pseudo-
segunda ordem; t (min) é o tempo de adsor¢éo; Qe (mg g*) a quantidade de adsorvato
adsorvida no equilibrio e Qt (mg g*) a quantidade adsorvida no instante t.

O modelo linear de Elovich assume que o0 material possui sitios ativos com
diferentes energias, sendo complementar ao modelo de pseudo-segunda ordem
(AZIZIAN, 2004) e é descrito pela Equacéo 6:

Q; = %m(aﬁ) +%lnt Equacgéo 6

Na qual a é a taxa de sorgdo inicial (mg g* min'') e B é a constante relacionada
com a extensdo da superficie de cobertura e a energia de ativacéo (g mg).

O modelo de difusdo intraparticula, mostra a dependéncia da adsor¢cdo em
funcao da raiz quadrada do tempo, em que Qt é a quantidade de soluto na superficie
do sorvente no tempo t (mg g1), kis a taxa de difusdo intraparticula constante (mg g*
min?), t o tempo (min) e C a intercepcao, significando a espessura da camada limite
(mg g1), tempo t (mg g?), kis a taxa de difusdo intraparticula constante (mg g* min'?),

t o tempo (min) e c a intercepgéo, significando a espessura da camada limite (mg g*)
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(PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009). Esse modelo € expresso pela
Equacéo 7:

Q, = Kigt® +¢ Equacéo 7

Esse modelo mostra que a difuséo intraparticula ndo € o Unico processo que
ocorre, mas outros processos também controlam a velocidade de sorgao (PLAZINSKI,
RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009).

2.7 ESTUDOS DE ISOTERMAS DE SORCAO

Isoterma de sor¢do € uma curva que descreve o fendbmeno que governa a
retencéo (ou liberacdo) de uma substancia de uma solucdo uma fase sélida a uma
temperatura constante e pH. O equilibrio de sor¢cdo (a razdo entre a quantidade
sorvida e o restante na solucéo) € estabelecido quando uma fase contendo sorvato
permaneceu em contato com o sorvente por tempo suficiente. Os parametros obtidos
com a aplicacdo de modelos matematicos fornecem uma visdo sobre o0 mecanismo
de adsorcéo, as propriedades da superficie, bem como o grau de afinidade dos
sorventes (FOO e HAMEED, 2010).

Dos varios modelos existentes, um dos mais utilizados € o modelo da isoterma
de Langmuir, inicialmente utilizada para descrever a sor¢cdo de gases por sélidos,
baseia-se em trés suposicdes: (a) a superficie de sorcdo € homogénea, isto €, a
sor¢ao é constante e independente da extensao da cobertura da superficie; (b) a
sor¢ao ocorre em sitios especificos, sem interagao entre as moléculas do soluto; (c) a
sor¢cdo torna-se maxima quando uma camada monomolecular cobre totalmente a
superficie do sorvente. Embora apenas alguns sistemas de sorcéo satisfacam estas
condi¢cBes, muitos processos foram descritos com a equacao de Langmuir, devido a
sua conveniéncia para o ajuste de curva (DADA, 2012). A equacdo de Langmuir é

apresentada na Equacao 8 e sua forma linearizada pela Equacéo 9:

Qmax*KL*Ceq ~
= — Equacéo 8
Qe 1+ Qmax*Ceq quag
Ce 1 Ce

Equacéo 9

Qe Om-KL KL
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Em que Qe (mg g?) é a quantidade de analito sorvida por grama de sorvente;
Ceq (Mg L) a concentracdo de contaminante (adsorvato) no equilibrio; KL (mg L) a
constante de adsorcao de Langmuir, que indica a afinidade do sorvente pelo sorvato
na monocamada e Qmax (Mg g*) a capacidade méaxima de sorcéo.

A isoterma de Freundlich, apresentada na Equacdo 10 para a forma néo
linearizada e na Equacéo 11 para a forma linearizada, € um modelo empirico, em que
a principal restricdo é a ndo previsdo da saturacdo dos sitios, podendo ser usado
somente na faixa de concentracdo em que foram ajustados seus parametros (DADA,
2012).

1

Qe = Kp*CP Equacéo 10
InQ, = InKp +%.ln C, Equacéo 11

Em que Qe (Mg g?) é a quantidade sorvida na fase sélida; Kr (mg g?) a
constante de Freundlich; Ce (mg L™?): a concentragdo de equilibrio na fase liquida e n
€ um parametro empirico de Freundlich. A equacéao de Freundlich também é muito
utilizada e se ajusta relativamente bem aos dados experimentais de diversos
sorventes (FOO e HAMEED, 2010).

A combinacéao dos dois modelos descritos anteriormente originou o modelo de
Langmuir-Freundlich para um sitio, assumindo a presenca de sitios com energias
homogéneas, em que ndo ha diferenca de afinidade em relacdo ao sorvato. Esse
modelo se reduz ao de Freundlich quando o sorvato esta em baixas concentracoes,
contudo quando em altas concentracdes, prediz capacidade de sor¢cdo em
monocamada, caracteristico ao modelo de Langmuir. A Equacdo 12 representa o

modelo Langmuir-Freundlich para um sitio.

_ b*(K*Ceq)n
T 14+ (KxCeq)"

Q. Equacéo 12

Em que Qe (Mg g') é a quantidade de analito sorvida por grama de sorvente;

Ceq(mg L) a concentracéo de analito no equilibrio; K (mg L) a constante de adsorcéo



41

de Langmuir-Freundlich, b (mg g') é a capacidade maxima de sor¢éo em cada sitio e
n é o parametro de heterogeneidade.

Ainda, o modelo Langmuir-Freundlich para dois sitios de sor¢ao (Equacao 13)
assume a existéncia de sitios de ligacdo com diferentes afinidades com o sorvato,
sendo que, em baixas concentracbes, 0 sorvato interage com o sitio de maior

afinidade e, em altas concentracdes, interage com os sitios de menor afinidade.

Q —bl"‘(Kl"‘Ceq)n1 b2*(K2*Ceq)n2
€ 14(KyxCeq)™t T 1+(KaxCoq)

Equacéo 13

Em que Qe (mg g?) é a quantidade de analito sorvida por grama de sorvente;
Ceq (Mg L) a concentragdo de analito (sorvato) no equilibrio; K1 e Kz (mg L?) a
constante de adsorcédo de Langmuir-Freundlich, bs e b2 (mg g*') é a capacidade

maxima de sor¢cao em cada sitio e n € o parametro de heterogeneidade.
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3. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar um polimero molecularmente
impresso magnético, explorando a sintese semi-covalente e, posterior caracterizagao
e aplicagcdo como material de adsorvente para a extracao e determinagao de CHO em

amostra de leite.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar em etapas um polimero molecularmente impresso magnético para a
molécula de colesterol e o seu polimero controle ndo impresso.

e Realizar a caracterizacdo quimica e estrutural dos materiais sintetizados com as
técnicas de reflexdo total atenuada no infravermelho, fisiossor¢cdo de gas
nitrogénio, difracdo de raios X, fluorescéncia de raios X, medidas de magnetizagéo,
analise termogravimétrica, microscopia eletrbnica de varredura e microscopia
eletronica de transmisséo.

e Avaliar o efeito do meio de extracdo (solvente) do colesterol, efeito do eluente,
tempo de agitacdo e massa de material adsorvente no procedimento de extracéo
em fase soélida magnética dispersiva usando o Fez04/SiO2/MIP.

e Avaliar a seletividade do polimero magnético frente a interferentes.

e Obter a quantidade maxima de adsorc¢ao, cinética e isotermas de adsorcao.

e Estabelecer as figuras de mérito do método proposto.

e Aplicar o método desenvolvido na quantificacéo de colesterol em amostras de leite

bovino.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados durante os experimentos foram de grau analitico
e sem purificacdo prévia. Colesterol (Sigma-Aldrich, 95,0%), metanol (Sigma-Aldrich,
grau HPLC = 99,9%), etanol (Sigma-Aldrich, grau HPLC =99,5%), cloroférmio (Sigma-
Aldrich, grau HPLC = 99,8%), hexano (Sigma-Aldrich, grau HPLC = 95,9%),
acetonitrila (Sigma-Aldrich, grau HPLC = 99,9%), acetona (Sigma-Aldrich, grau HPLC
= 99,9%), tetrahidroxifurano anidro (Sigma-Aldrich, = 99,9%), dimetilsulféxido (Sigma-
Aldrich, = 99,9%), agua ultrapura obtida a partir de um sistema de purificagdo Elga
Purelab Maxima (High Wycombe, Bucks, UK), resistividade 18,2 MQ cm e filtradas em
filtro de teflon® 0,45 um. Para a sintese do material: os sais cloreto de ferro Il
(FeClzH20) e cloreto de ferro Il (FeCl2.4H.0) foram adquiridos da Sigma-Aldrich,
tetraetoxisilano (TEOS, Sigma-Aldrich, 98%), metassilicato de sodio pentahidratado
(Na2SiO3*5H20, Sigma-Aldrich), 3-triethoxisilil propil isocianato (Sigma-Aldrich,
99,0%), 3-aminopropil triethoxisilano (Sigma-Aldrich, 99%), solucbes de acido
cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio (NaOH) preparadas com diluicdo apropriada a

partir dos respectivos reagentes concentrados (Merck).

4.2 EQUIPAMENTOS PARA DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRAGAO EM FASE SOLIDA
MAGNETICA DISPERSIVA E CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS

4.2.1 Determinacao por cromatografia liquida

As determinacbes cromatograficas do CHO foram realizadas por um
cromatégrafo a liquido (HPLC-DAD) modelo LC-20AT, Shimadzu (Téquio, Japéao),
operando no modo isocratico, com vazdo de 1,0 mL min, utilizando fase moével de
acetonitrila e 4gua (95:5, v/v) (YAVUZ et al., 2007) e a detecgao realizada em Amax =
210 nm. A coluna utilizada foi Ci1s (Phenomenex-250 mm x 4.5 mm, tamanho de
particula de 5 pum) e pré-coluna (Phenomenex®, 4.0 mm x 30 mm i.d., 5 um). A
temperatura de operacdo do forno foi ajustada em 30°C. Para o estudo dos
interferentes, a mesma condicdo cromatografica foi utilizada, com detec¢cdo em 208

nm.
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4.2.2 Caracterizagdo dos materiais sintetizados

As medidas de espectroscopia vibracional no infravermelho com reflexao total
atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas em espectrofotdmetro infravermelho modulo
ATR (Reflexdo Total Atenuada) acoplado, FT-IR Bruker® Vertex 70, acessoério de
refletdncia Platinum ATR, onde foram realizadas varreduras de 16 scans e resolucao
de 4 cm, no intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™. Andlise realizada no Laboratério de
Quimica Prebidtica (LQP) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

As analises de fisiossorcao de gas N2 para a area especifica, tamanho e volume
de poros foram realizadas empregando um analisador Quantachrome® Nova 1200,
por meio da sorcao de nitrogénio, sendo os dados de area especifica calculados a
partir do modelo de BET (Brunauer, Emmett, Teller), e o volume e tamanho de poros
determinados pelo modelo de BJH (Barrett, Joyner, Halenda). Inicialmente os
materiais foram aquecidos sob vacuo a 120° C por 4 horas e, posteriormente,
submetidos a sorcéo de nitrogénio. O equipamento multiusuario é de responsabilidade
do programa de pos-graduacao em Quimica da Universidade Estadual de Londrina.

As medidas de difratometria de raios X de p6 (DRX) foram realizadas em
equipamento Shimadzu XRD-6000 operando a 30 kV e 40 mA, com fonte de radiacao
de cobre (Cu-Ka) e comprimento de onda A = 0,15418 nm. Os dados foram coletados
de 10 a 60° a uma taxa de aquisicdo de 2°/min. As amostras foram dispersas
homogeneamente sobre um amostrador de vidro. O equipamento ¢é de
responsabilidade do Laboratério de Analises por Técnicas de Raios X (LARX), da
Universidade Estadual de Londrina.

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas utilizando o
equipamento Netzsch STA449 F3 Jupiter, aquecendo 10,0 mg do material numa faixa
de 30 a 900 °C, com taxa de aquecimento de 10° C min't em atmosfera de nitrogénio.
A andlise foi realizada na Universidade Federal da Grande Dourados.

A analise de fluorecéncia de raios X (FRX) foi realizada em um espectrémetro
de Fluorescéncia de Raios X, modelo EDX-720, Shimadzu, com tubo de Rh e detector
de silicio dopado com litio — Si(Li), utilizando o porta amostra de polietileno suportado
em filme fino de poliéster (Chemplex, Palm Cit, USA), em dois canais Ti-U usando 50
kV, 49 YA e Na-Sc usando 15 kV, 391 yA, com tempo de analise de 100 segundos,

fenda de colimacdo de 3 mm em atmosfera de ar. O equipamento € de
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responsabilidade do Laboratério de Analises por Técnicas de Raios X (LARX), da
Universidade Estadual de Londrina.

As medidas de magnetizacédo (VSM) foram realizadas em um magnetdmetro
Microsense, modelo 32 KP Gaussmeter a 303 K, com varricdo de campo magnético
entre -20 e 20 kOe. O equipamento encontra-se sob responsabilidade da
Universidade de Guadalajara - México e as andlises foram realizadas pelo professor
Gregorio Guadalupe Carbajal Arizaga.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi registrada em um microscépio
FE-SEM (TESCAN), modelo MIRA 3 LMU, Brno, Kohoutovice, Republica Checa. O
equipamento encontra-se sob responsabilidade da Universidade de Guadalajara -
México e as andlises foram realizadas pelo professor Gregorio Guadalupe Carbajal
Arizaga.

As analises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas
utilizando um microscoépio JEOL® JEM-1400 com voltagem de aceleracéo de 120 kV.
As amostras foram previamente preparadas por dispersédo em alcool isopropilico (1,0
mg mL™Y) e, posteriormente, a suspensédo obtida foi gotejada em grades de cobre e
secas em dessecador. O equipamento encontra-se sobre responsabilidade da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.3 PROCEDIMENTO DE SINTESE DO MATERIAL

A sintese do material foi realizada em trés etapas, iniciando com a obtencao
das particulas de Oxido de ferro, seguido da protecdo com silica e posterior
polimerizacdo na superficie do 6xido de ferro com silica, com pequenas modificacdes
nos procedimentos relatados por Guney e Glney, 2017; Qi et al., 2010; Yuan et al.,
2012; Zhao et al., 2008.

4.3.1 Sintese do 6xido de ferro (Fez0.)

Em um baldo de reacéo de 3 bocas adicionou-se 25,0 mL de HCI 1 mol L1, 25,0
mL de H20 ultrapura fervida (resfriada a temperatura ambiente) e 10,8 g de cloreto de
ferro hexahidratado (FeClz.6H20). Utilizando-se uma chapa de aquecimento, montou-
se um sistema com agitacdo constante e aquecimento com banho de 6leo em 60° C.

O baldo de reacdo foi fechado e purgou-se N, deixando a atmosfera inerte.
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Paralelamente, em um baldo de reagéo de 1 boca adicionou-se 3,97 g de cloreto de
ferro tetrahidratado (FeCl2.4H>0) e 25,0 mL de agua ultrapura fervida (resfriada a
temperatura ambiente), em atmosfera de N2. Lentamente, a solugc&o obtida no balédo
de uma boca, foi adicionada ao baldo de trés bocas, com auxilio de uma seringa
descartavel. O sistema foi mantido sob agitacdo constante, com temperatura
controlada através do banho de 6leo em 60° C e atmosfera de N». Utilizando uma
seringa, 250,0 mL de NaOH 1,5 mol L foram adicionados ao meio reacional e o
sistema permaneceu em agitacao, aquecimento em banho de 6leo (60° C) e atmosfera
de N2 por 40 minutos. Decorrido o tempo, o sistema foi aberto, o material precipitado
foi lavado com agua ultrapura até atingir pH 7,0 na 4gua de lavagem. Realizou-se
teste massico com 1,0 mL da suspensdo, evaporando a agua e pesando o soélido
resultante, estimando a quantidade de material em suspensao. O material lavado

permaneceu em suspensao aquosa e em atmosfera de N, aguardando posterior uso.

4.3.2 Protecao do oxido de ferro com silica (Fe304/SiO2)

Em um balédo de reacao de trés bocas com 200,0 mL de agua ultrapura fervida
e resfriada e sob fluxo continuo de N>, adicionou-se 2,0 g de Fe3Os em suspenséo
aquosa (calculado atraves do teste massico). Em seguida, sob agitacdo magnética
vigorosa, com auxilio de uma seringa, 40,0 mL de solucdo de metasilicato de sodio
pentahidratado (Na»SiOs.5H,0) 1,0 mol L foram acrescentados na reacéo e o pH foi
ajustado em 6,0, com a adi¢do de solucédo aquosa 1,0 mol L de HCI. Manteve-se a
mistura de reacdo sob agitacdo magnética e a temperatura de 60° C com banho 6leo
por 3,0 h. O sdlido obtido foi lavado com agua ultrapura até pH neutro e seco em
estufa a 70° C. Na Figura 7, fotos do meio reacional sdo apresentadas: (a) sintese do
Fes04 e (b) sintese do Fez04/SiOx.
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Figura 7 - (a) meio reacional do Fe3zO4 e (b) meio reacional do Fe304/SiO>

Fonte: o autor

4.3.3 Polimerizacdo do MIP na superficie do oOxido de ferro com silica
(Fe304/SiO/MIP)

Inicialmente, realizou-se a ligacdo do molde CHO ao mondémero funcional 3-
triethoxisilil propil isocianato (ICPTES) via ligacao covalente. Em um balédo de reacéo
de 250,0 mL, 11,0 x 10-® mol (3,0 g) de CHO (C27H460) e 22,0 x10° mol de ICPTES
(5,44 mL) foram dissolvidos em 30,0 mL de tetrahidrofurano anidro (THF) e
submetidos ao aquecimento por 24 horas sob fluxo de N2 a 60° C em banho de 6leo.
Decorrido o tempo, o solvente foi evaporado em rotavapor e um liquido viscoso foi
obtido. Esse produto, CHO-ICPTES (1,0 g) foi dissolvido em 30,0 mL de metanol,
seguido da adicdo de TEOS (6,0 g) e 1,5 g Fes304/SiO,. Esta mistura foi levada a
sonicacdo por 15 min, seguido da adi¢éo de 1,5 mL de HCI 1,0 mol L. A solucéo foi
mantida sob agitacdo por mais 24 horas. O material obtido foi centrifugado, lavado
alternadamente com etanol e agua ultrapura e depois seco a 60° C. A molécula molde,
CHO, por se tratar de uma impressao quimica covalente com o monémero funcional,
foi extraida por clivagem, com uma solucdo mista de dimetilsulfoxido e agua na
proporcao de 5 para 1 (v/v) aquecida a 160° C durante 8 h. O produto obtido foi
novamente lavado com etanol e 4gua ultrapura por trés vezes e depois seco a 60° C.

Uma representacdo esquematica da sintese pode ser vista na Figura 8.
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Figura 8 - Representacéo esquematica da sintese do material
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Fonte: o autor (cores e tamanhos ndo séo representativos)

Na Figura 9, fotos das etapas de sintese do polimero na superficie do
Fe304/SiO2 sdo apresentadas: (a) do meio reacional da sintese do molde e do
mondmero funcional, (b) polimerizacao na superficie do Fez04/SiO- e (c) da remocao

do molde por clivagem quimica a 160° C.

Figura 9 - (a) sintese do molde e mon6émero funcional, (b) polimerizacao na
superficie do F304/SiOz e (c) remoc¢do do molde

Fonte: o autor

4.3.4 Sintese do Fez04/SiO»/NIP

Para a sintese do Fez04/SiO2/NIP (material comparativo sem a impressao

guimica) utilizou-se o 6xido de ferro com silica sintetizado, descrito nos itens 4.3.1 e
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4.3.2. Seguiu-se 0s passos indicados para a polimerizagdo, porém, o produto obtido
da reacdo do CHO e monémero funcional foi substituido pelo (3-aminopropil)
trietoxissilano (Figura 10), a fim de obter-se no Fe3z04/SiO2/NIP, grupos funcionais
iguais aos do Fez04/SiO/MIP.

Figura 10 — Estrutura do (3-aminopropil) trietoxissilano
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Fonte: o autor

4.4 ESTUDOS DE EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA DISPERSIVA

4.4.1 Estudo do meio extrator para CHO pelo Fe304/SiO2/MIP e comparagédo com o
Fes04/SiO2/NIP

As extracbes em fase solida dispersiva foram realizadas com 10,0 mg do
Fe304/SiO2/MIP, em 10,0 mL de uma solugdo de CHO 10,0 mg L preparada
conforme o solvente em estudo: metanol, etanol, hexano, cloroférmio, acetonitrila e
mistura de agua e metanol na proporcdo 80:20 (v/v). A solucdo e 0 Fez04/SiO/MIP
foram acondicionados em tubos falcon e levados para um homogeneizador de
solucbes, onde permaneceram em agitacdo por 1 hora. Avaliou-se também a
adsorcédo pelo Fez04/SiO2/NIP, em que 10,0 mg foram levadas para a agitagdo com
10,0 mL de uma solucédo de CHO 10,0 mg L em cloroférmio. Decorrido o tempo, o
sobrenadante foi separado da fase sélida com a aplicacdo de um campo magnético
externo e filtrado com auxilio de filtro de 0,45 um. Uma aliquota de 1,0 mL foi coletada
e levada para evaporar o solvente em chapa de aquecimento a 40 °C, apds secura, 0

analito foi retomado em fase movel e analisado por HPLC-DAD.
4.4.2 Otimizacdo do tempo de agitacdo e estudo cinético
Para o estudo do tempo de extracdo do CHO pelo Fez04/SiO2/MIP, adotou-se

a agitacdo por vortex a fim de aumentar a frequéncia analitica, visando o

desenvolvimento de um método de extragdo em fase sélida magnética dispersiva. Em



50

um tubo de ensaio com tampa, 10,0 mg do polimero foram agitadas em vortex com
10,0 mL de uma solucdo de 10,0 mg L'* de CHO em CHCIls; com tempo maximo de 3
minutos. Apos a separacgao das fases liquida e sélida com a aplicacdo de um campo
magnético externo, 1,0 mL do sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,45 um, evaporado
em chapa de aquecimento a 40 °C e posteriormente retomado em fase movel para
determinacdo por HPLC-DAD. Os dados foram utilizados para a determinacdo da
cinética de adsor¢cdo do material através dos modelos matematicos descritos no Item
2.6.

4.4.3 Influéncia da massa de Fez04/SiO2/MIP na extragdo de CHO

A influéncia da massa do Fes304/SiO2/MIP (5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg) foi
avaliada na adsorcdo de CHO realizando agitacdo em vortex por 60 segundos da
mistura com 10,0 mL de uma solucdo de 10,0 mg L' de CHO em CHCIs. Apés a
separacdo das fases liquida e sdélida com a aplicacdo de um campo magnético
externo, 1,0 mL do sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,45 um, evaporado em chapa
de aquecimento a 40 °C e posteriormente retomado em fase mével para determinacéo
por HPLC-DAD.

4.4.4 Construcao das isotermas de adsorcéo

O efeito do aumento da concentracdo da solucdo de CHO no processo de
adsorcao foi estudado construindo-se as isotermas de adsorcédo e aplicando-se os
modelos matematicos descritos no Item 2.7. Para isso, 10,0 mg do polimero
magnético foram adicionados a 10,0 mL de solucdo de CHO em CHCIlz com
concentracdes crescentes (1,0 — 800,0 mg Lt CHO), levados a agitacdo em vortex
por 60 segundos. Efetuou-se a separacdo das fases com o auxilio do campo
magneético externo e o sobrenadante foi evaporado e recuperado em fase mével para

a determinacédo por HPLC-DAD.

4.4.5 Influéncia do solvente de eluicdo

Realizou-se a avaliagdo do solvente de eluicdo do CHO apds o processo de

adsorcdo, em que com o auxilio de um campo magnético externo, o sobrenadante era
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separado da fase solida, evaporado e retomado em fase moével, seguido da
determinacao por HPLC-DAD. Com a fase sdlida, avaliou-se os solventes afim de eluir
o CHO: metanol, etanol e acetonitrila. Para cada solvente, utilizou-se 2,0 mL,
agitando-se durante 60, 120 e 180 segundos em vortex. Novamente um campo
magnético externo foi utilizado para separar as fases e o sobrenadante foi levado para
evaporar e posteriormente retomado em fase mével, seguido de determinacdo por
HPLC-DAD. Apés a avaliacdo do melhor solvente de eluicdo e do tempo necessario
para a obtencdo da completa dessor¢cdo do CHO do Fez04/SiO/MIP, efetuou-se a
avaliagdo do efeito do volume do solvente. Para isso, realizou-se novamente o
processo de adsorcéo conforme relatado acima e para os experimentos de dessorgéo
utilizou-se 2,0; 1,0; 0,5; 0,4; 0,3 e 0,2 mL de etanol, durante 180 segundos de agitacao
em vortex, seguido de filtragem e evaporacao do solvente, retomada em fase mével e
determinacao por HPLC-DAD.

4.4.6 Avaliagdo da seletividade do Fe304/SiO2/MIP para CHO

Para avaliar a seletividade do Fez04/SiO2/MIP, ou seja, o efeito de impressao
guimica, avaliou-se a adsorcdo com emprego de uma solucdo de CHO/estradiol,
CHO/5-a-colestano, = CHO/7-dehidrocolesterol no  Fez04/SiO2/MIP e no
Fesz04/SIO2/NIP. Estes experimentos foram realizados utilizando 10,0 mg do
Fez04/Si02/MIP, agitados durante 60 segundos, com 10,0 mL de uma solug&o binaria
na concentragdo de 10,0 mg L' de CHO e interferente em CHCls. Apds esta etapa,
os sobrenadantes foram evaporados a 40 °C e recuperados em fase movel para a
determinacdo por HPLC-DAD. O mesmo procedimento foi realizado com o
Fez04/SiO2/NIP. Com os resultados obtidos, foram determinados os parametros;
coeficiente de distribuicdo (Kd), coeficiente de seletividade (k) e coeficiente de
seletividade relativo (k'). O coeficiente de distribuicdo do analito e interferente é

calculado a partir da seguinte equacao:

K; = [(C‘;Cf] xZ Equacdo 14

Cf m

Em que Ci e Cf (mg L) representam a concentracdo inicial e final; V (mL) o

volume da solugéo; m (g) a massa do Fez04/SiO2/MIP. Os valores de Kd fornecem o
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grau de retengdo do analito e o interferente no Fez04/SiO/MIP e Fe304/SiO2/NIP e,
valores maiores de Kd para o analito indicam o efeito de impresséo quimica.

A partir do Kd € possivel estimar o coeficiente de seletividade, definido como a
relacdo entre o coeficiente de distribuicdo para os analitos e o coeficiente de
distribuicdo para os interferentes (Equacédo 15), fornecendo um indicativo da

seletividade do Fe304/SiO2/MIP em relacdo a um determinado analito.

k = —~d(enalito) Equacéo 15

Kq (interferente)

Para fazer a comparacdo dos valores de k entre 0 Fez04/SiOo/MIP e o
Fes04/SiO2/NIP, ou seja, o coeficiente de seletividade relativo (k’), a Equacéo 16 &
empregada. Os valores de k', refletem a magnitude do efeito de impresséo sobre o

MIP. Esta equagéo permite uma estimativa do efeito da impresséao na seletividade.

k' = Kmip
Knip

Equacéo 16

4.4.7 Determinacao dos parametros analiticos

Com as melhores condicGes de adsorcéo e eluicdo, avaliou-se o desempenho
do método analitico com a constru¢cdo de duas curvas analiticas, a primeira delas,
submetendo solucdes padrées de CHO as etapas de adsorcdo e eluicdo para
posterior injecdo no HPLC-DAD em fase movel. A segunda, com a injecao direta das
solucbes padroes de CHO recuperados em fase mével no HPLC-DAD. Com a
obtencao da equacao da reta de ambas as curvas analiticas, calculou-se o limite de
deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), de acordo com a IUPAC (Equacdes 16
e 17, respectivamente) (LONG E WINEFORDNER, 1983). Em que std é o desvio

padrdo da leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da curva analitica.

LD =34 Equacdo 16

m

__ 10std
m

LQ Equacéo 17
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Ainda, a precisao intradia e interdia foi calculada pelo desvio padrao relativo
(DPR) para dez réplicas auténticas de amostras submetidas ao procedimento de

adsorcédo e eluicdo nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L de CHO.

4.4.8 Aplicacdo do método proposto em amostras reais

O método desenvolvido foi aplicado em amostras de leite bovino integral UHT
(ultra high temperature) adquirida em supermercado local, na cidade de Londrina —
PR. Para isso, as amostras passaram por um procedimento inicial de saponificacao,
seguindo metodologia de Bligh e Dyer (1959), relatada por Gunnlaugsdottir e Ackman
(1992). Para a saponificagéo, 10,0 g de amostra foram pesadas em um erlenmeyer
de 125,0 mL, onde foram adicionados 8,0 mL de solucédo de hidroxido de potassio
aquoso (KOH, 50,0 %) e 12,0 mL de etanol. O erlenmeyer foi levado a um banho
termostatico com agitacao (140 bpm) a 40 °C por 10 minutos. Decorrido o tempo, a
amostra saponificada foi levada para um funil de decantag&o, onde foram adicionados
30,0 mL de CHCls, a mistura foi agitada manualmente e deixada para repousar até
separacao das fases organica e aguosa. Apos a separacao, 10,0 mL de fase organica
foram coletados e submetidos ao procedimento de extracdo com 10,0 mg de
Fes04/SiO2/MIP, agitando em vortex por 60 segundos. Fase solida e fase liquida foram
separadas com a aproximacdo do campo externo magneético e a fase sdlida foi levada
ao procedimento de eluicéo, utilizando 0,5 mL de etanol agitando por 180 segundos
em vortex, seguido de filtragem e evaporacao do solvente, retomada 1,0 mL em fase
movel e determinacdo por HPLC-DAD. Com o intuito de averiguar a exatiddo do
meétodo proposto, teste de adicdo e recuperacdo de padréo foi empregado. Para tal,
essa as amostras B e C de leite foram dopadas com quantidades conhecidas de CHO

e submetidas ao protocolo de saponificacdo, extracao e eluicéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS

Inicialmente realizou-se um estudo das caracteristicas quimicas, fisicas e
morfologicas dos materiais sintetizados: 6xido de ferro (Fe30a4), éxido de ferro com
silica (Fe304/SiO2), 6xido de ferro com silica/polimero molecularmente impresso
(Fe304/SiO2/MIP) e 6xido de ferro com silica/polimero ndo impresso (Fes04/SiO2/NIP).

5.1.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho com reflex&o total atenuada (ATR-
FTIR)

A fim de verificar a presencga de grupos funcionais caracteristicos dos materiais
de partida nos materiais finais, empregou-se espectroscopia vibracional no
infravermelho com reflexdo total atenuada (ATR - FTIR).

Inicialmente, realizou-se a analise do CHO (molécula molde), do ICPTES (3-
triethoxisilil propil isocianato - mondémero funcional) e do produto dessa reacéo,

conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Esquema da reacéo entre o mondémero funcional e a molécula molde

H+E,

CH

ICPFTES CHO

Fonte: o autor

Os espectros sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Espectros de ATR da molécula molde (CHO), monémero funcional
(ICPTES) e do complexo formado entre o CHO e o0 ICPTES
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Fonte: o autor

Para o espectro do ICPTES, a banda em 2263 cm™ é referente ao grupamento
isocianato e em 1081 cm™ referente a ligagdo entre silicio e oxigénio. A molécula
molde apresenta as bandas referente ao grupo OH em 3400 cm™ e as ligaces C-H
em 2927 cm™. Ap6s a formacgédo do produto CHO-ICPTES, em 1720 cm™ observa-se
a banda referente ao grupo carbonila da ligacdo de uretano formada durante a reacéo,
ausente na molécula de CHO, além da diminuicdo da intensidade das bandas da
molécula molde (grupamento OH) e do monémero funcional (isocianato),
evidenciando que a reacéo ocorreu (GUNEY e GUNEY, 2017; Kl et al., 2002).

Apés a obtencdo do produto da reacdo entre o mondémero funcional e a
molécula modelo, preparou-se o Oxido de ferro (FeszOs) e, posteriormente, a
incorporacao da silica (Fes04/SiO>). Os espectros de ATR-FTIR sé&o apresentados na

Figura 13.
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Figura 13 - Espectros de ATR-FTIR do Fe3zO4 e Fe304/SiO>
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Fonte: o autor

O espectro de infravermelho do Fe3O4 e Fe304/SiO2 apresentou os principais
modos de vibracdo esperados para o material. As bandas de absor¢édo na regiao de
3406 cm™ sdo referentes ao estiramento vibracional dos grupos OH pertencentes as
hidroxilas estruturais e as moléculas de agua na superficie do material e a banda em
1635 cm™, pode ser atribuida a deformacéo angular das moléculas de Agua que estéo
na superficie do material (CUNHA et al., 2012).

A banda em 570 cm é referente a vibragdo Fe-O-Fe, confirmando a formacéo
de oxido de ferro. Destaca-se que esta banda € preservada nos espectros dos
materiais sintetizados sobre o ndcleo de magnetita, indicando que a composicédo do
oxido de ferro ndo sofre alteracbes, mesmo com as etapas seguintes de sintese
(KARIMI, RANJBAR e AKBARPOOR, 2016; WANG et al., 2009).

Apés a insercao da silica no material, ha o aparecimento de novas bandas
referentes as interacdes entre o silicio e o 6xido de ferro, como € o caso da banda em
448 cm?, proveniente da deformacdo da ligacdo Si-O-Fe (KHOSROSHAHI e
GHAZANFARI, 2012). As bandas em 1064 cm™* e 794 cm™ sdo atribuidas aos

estiramentos assimétricos e simétricos das ligacées Si-O-Si. Ainda, em 974 cm™
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observa-se um pequeno ombro, atribuido o estiramento simétrico Si-OH (MENDONCA
et al., 2019).

Com a polimerizacdo do MIP na superficie do Fez04/SiO2 (Fig. 14), o qual foi
baseado na adicdo de CHO-ICPTES e TEOS ao meio reacional, observou-se como
esperado, o aumento da intensidade da banda em 1064 cm, referente aos
estiramentos assimétricos Si-O-Si, em funcdo do maior nimero dessas ligacoes
devido ao uso de tetraetoxisilano (TEOS) na sintese do polimero (KARIMI, RANJBAR
e AKBARPOOR, 2016; SU et al., 2015). Ainda, observa-se a banda em 450 cm™,
proveniente da deformacéo da ligacéo Si-O-Fe, a banda em 791 cm™ atribuida aos
estiramentos simétricos das ligagées Si-O-Si e o pequeno ombro em 974 cm,
atribuido ao estiramento simétrico Si-OH (MENDONCA et al., 2019).

Figura 14 - Espectros de ATR do Fez04/SiO2/MIP
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Como mencionado, apos a reacdo de polimerizacdo na superficie, ocorre a
formacado de uma ligacdo de uretano, entre a molécula molde (CHO) e o monémero
funcional 3-triethoxisilil propil isocianato, que € termicamente clivavel (Figura 11). Para
remover as moléculas de CHO ligadas covalentemente ao ICPTES e impressas na
rede polimérica, as particulas de FezO4/SiO2/MIP foram aquecidas a 180 °C em uma

mistura de dimetilsulféxido e agua, permitindo a clivagem da ligagdo de uretano e
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resultando em um grupo amino (essa reacdo pode ser constatada na Figura 8).
Observa-se a auséncia da banda referente ao grupo carbonila (presente no espectro
do produto da reacdo CHO+ICPTES em 1720 cm™, Figura 12). Ainda, a presenca da
banda de —NH, em 3380 cm™ e da banda de N-H em 1640 cm™ indicam a introducéo
bem sucedida desse grupo funcional no material (GUNEY e GUNEY, 2017; KARIMI,
RANJBAR e AKBARPOOR, 2016; WANG et al., 2016).

Para o material sem a impressdo da molécula molde, Fez04/SiO2/NIP (Figura
15), observa-se, como esperado, bandas similares as obtidas no material impresso,
devido a utilizacdo do mondmero funcional 3-aminopropiltrietoxissilano (Figura 10),
substituindo o complexo formado entre o CHO e o 3-triethoxisilil propil isocianato. Em
3380 e 1637 cm verifica-se as bandas referente ao grupo funcional amino inserido
no material através do mondémero funcional (3-aminopropil) trietoxissilano. Observa-
se ainda, a presenca da banda referente ao 6xido de ferro em 563 cm, a banda em
440 cm™? proveniente da deformacdo da ligacdo Si-O-Fe, a banda em 791 cm™
atribuida aos estiramentos simétricos das ligacdes Si-O-Si, a banda em 1039 cm™
referente aos estiramentos assimétricos Si-O-Si e o pequeno ombro em 791 cm™
atribuido ao estiramento simétrico Si-OH (MENDONCA et al., 2019; GUNEY e
GUNEY, 2017).

Figura 15 - Espectro de ATR do Fez04/SiO2/NIP
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5.1.2 Fisiossorgdo de gas N2

As caracteristicas texturais do Fe3Os, Fe304/SiO2, Fez04/SiO/MIP e
Fe304/SiO2/NIP foram avaliadas pelo método de Brunette-Emmet-Teller (BET) para a
area especifica e método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) para distribuicdo dos
tamanhos de poros. Os resultados obtidos na andlise da &rea especifica, volume de
poro e diametro de poro dos materiais sintetizados estao reunidos na Tabela 1.

O Fe304 apresenta diametro médio de poro reduzido comparado aos materias
Fes304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP, bem como menor volume de poro,
caracterizando-o com baixa porosidade. Porém, devido ao fato de ser um material

nanoestruturado, apresentou area especifica elevada (BEHRENS, 2011).

Tabela 1 - Area especifica, volume de poro e didametro de poro para o FesOa,
Fes304/Si02, Fe3s04/SiO2/MIP e Fez04/SiO2/NIP

Material Area especifica Volume de poro Diametro de poro
(m>g™h) (cm3g™h) (nm)
Fes0q 151,04 0,32 7,52
Fes04/SiO2 115,36 0,55 15,67
Fez04/SiO2/MIP 163,18 0,66 15,79
Fez04/SiO2/NIP 66,09 0,21 1,36

Fonte: o autor

Observa-se que apos o revestimento de silica (Fe304/SiO2), a area especifica
diminui em relagdo ao Fes04, devido a hidrélise do silicato presente no metassilicato
de sodio (Na2SiOs) acompanhado por reagbes de condensagéo e policondensacéo
para formar a rede polimérica a base de silica. O processo de modificacdo da
superficie por silanizacdo é uma reacdo muito complexa, em que a reagao entre um
precursor silano (Na:SiO3) e um material sélido (FesOs) ndo envolve um Unico
mecanismo e muitos intermediarios diferentes sdo possiveis. Acredita-se que 0s
grupos silandis, formados pela hidrolise do metassilicato de sédio, reagem entre si
por meio de reacdes de condensacao e com as ligacdes Fe-O para formacédo da rede
polimérica formando ligacdes Si-O-Fe, conforme apresentado nos espectros ATR-
FTIR (Figura 13). Presume-se também, que o emprego do metassilicato de sédio, um
precursor de silano pouco volumoso, aumenta a velocidade das reac¢des de hidrélise

levando a formacdo de cadeias poliméricas lineares e compactas resultando num
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material com menor area especifica (ALFAYA e KUBOTA, 2002; SHARAFI et al.,
2018).

ApOs a polimerizagéo (Fes04/SiO2/MIP), uma nova rede polimérica foi formada,
catalisada por acido (HCI), onde os &tomos de silicio sdo providos pelo TEOS e a sua
fracdo etoxi € hidrolisada para que, na sequéncia reaja com 0s grupos -OH da
superficie do Fez04/SiO2, formando uma ligacao Si-O-Si. Ainda, esses grupos silandis
ligam-se ao produto (CHO-ICPTES) da reacdo do mondmero funcional e CHO
(posteriormente removido por clivagem quimica) que, por ser volumoso, diminui as
reacdes de hidrélise e condensacao, levando a formacdo de um maior nimero de
ramificacdes na rede polimérica e, por consequéncia, a um material com maior
porosidade e area especifica e essa nova rede polimérica aumenta a area especifica
do Fes304/SiO2/MIP em comparagéo ao Fe304/SiO2 (ALFAYA e KUBOTA, 2002).

A diminuicéo de todos os dados texturais observados para o Fe304/SiO2/NIP é
explicada pela substituicdo do produto CHO+ICPTES pelo monémero APTMS.
Idealmente, a fracdo etoxi do APTMS ¢é hidrolisada e reage com os grupos -OH da
superficie do Fes304/SiO, para formacdo de uma ligagdo Si-O-Si com o TEOS,
enquanto o grupo amino ficaria livre para posterior ligacdo com o CHO. No entanto, a
presenca da agua e do catalisador acido no meio reacional podem levar a protonacéo
dos grupos amino que passam a competir pelos grupos hidroxila da superficie do
Fes04/SiO2, levando a formagédo de um material mais reticulado, com menor area
especifica e ao fechamento dos poros (WHITE e TRIPP, 2000). Ainda, o APTMS tem
uma solubilidade maior em MeOH, se comparado ao produto CHO+ICPTES (CHO é
pouco solavel em solventes polares, devido a sua cadeia carbbnica) e como
consequéncia da sua maior interacdo com o mondémero funcional, torna-se mais dificil
remover o solvente porogénico da rede polimérica, fazendo com que o diametro e o
volume dos poros seja menor (OLIVEIRA, 2015; PRETE, 2018).

Os valores de diametro dos poros obtido para os materiais (com excessao do
Fez04/SiO2/NIP), sdo classificados segundo a IUPAC, como mesoporosos, por
possuirem tamanho entre 2 e 50 nm e 0 Fez04/SIO2/NIP tem seus poros definidos
como microporos (< 2 nm) (THOMMES et al., 2015).

As isotermas de adsorcdo e dessorcdo dos materiais sao exibidas na Figura
16. O perfil das isotermas, classificadas segundo a IUPAC, sdo do tipo IV, e
apresentam histerese tipo H3 (com dois ramos distintos, em que o inferior mostra a

guantidade de gas adsorvida com o aumento da pressao relativa, enquanto o ramo
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superior representa a quantidade de gas dessorvida no processo de dessor¢do) que
aparece em pressao relativa alta, confirmando material mesoporoso. Esse tipos de
isoterma € caracteristica de sélidos mesoporosos, onde o processo de evaporacdo é
diferente do processo de condensacado (THOMMES et al., 2015; BEDIN et al., 2017).

Figura 16 - Isotermas de adsorcao e dessorcao do Fesz04, Fe304/SiOo,
Fes04/SiO2/MIP e Fes04/SiO2/NIP
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Comparando os dados do presente trabalho com os valores obtidos em
trabalhos anteriores no grupo de pesquisa para materiais semelhantes, Diniz e Tarley
(2015), sintetizaram particulas de 6xido de ferro com area especifica de 41,69 m? g*
e, apos o recobrimento com silica, obtiveram area de 28,51 m? g1, valores menores
aos obtidos no presente estudo.

Clausen, Visentainer e Tarley (2014), sintetizaram um polimero hibrido
baseado em acido metacrilico/tetraetoxisilano nas propor¢des 6:1 e 1:5 (mol/mol) para
a extracdo de CHO em amostras de leite e obtiveram uma area especifica de 42,44
e 178,50 m? g* respectivamente. Ainda, o volume do poro obtido pelos autores foi
menor para todos 0os materias sintetizados quando comparado ao presente estudo,
5,47 e 1,51 nm, para acido metacrilico/tetraetoxisilano nas propor¢cdes 6:1 e 1:5,

respectivamente. Apesar do polimero 1:5 apresentar area especifica muito maior, o
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polimero 6:1 apresentou maior capacidade sortiva e seletividade para CHO
proporcionado pelo monémero acido metacrilico e, por esse motivo, foi utilizado nos
ensaios de extracdo em fase sdlida.

Quando comparado a polimeros organicos para CHO sintetizados pelo método
em bulk, o valor obtido para a area especifica do material sintetizado nesse trabalho
é maior. Yavuz et al., (2007) obtiveram um polimero para CHO com area de 31,5 m?
g?, enquanto Odabasi et al. (2018), obtiveram um polimero com area de 36,5 m?g.

Outros trabalhos que utilizaram MIP magnético apresentaram valores
semelhantes, como é o caso de Xie et al. (2015) (MIP magnético para &cido
protocatecuico) com area superficial de 119,2 m? g1, volume de poro de 0,13 cm3g*
e didmetro de poro de 3,2 nm. KHAN et al., (2018), sintetizaram um polimero
magnético para a ametrina com area especifica de 50,6 m? g* e polimero nédo

impresso magnético 26,7 m? gL.

5.1.3 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica possibilitou estudar a estabilidade térmica dos
materiais sintetizados e a compreensao da incorporacdao dos materiais a cada passo
de sintese. As curvas termogravimeétricas para cada material estao reunidas na Figura
17.

Para o Fe304, a perda de massa inicial em temperaturas inferiores a 150° C, é
atribuida a eliminacao de agua fisicamente adsorvida na superficie dos materiais (SHI
et al., 2014). A segunda perda de massa, entre 210 e 320 °C ¢é atribuida ao processo
de mudanca de fase que ocorre no FezOs. Nessa faixa de temperatura, em 270 °C, o
Fes04 passa a y-Fe2Os (conversdo da magnetita em maghemita) e em 320 °C o y-
Fes04 passa a a-Fe203 (conversdo da maghemita a hematita), alterando a estrutura

cristalina e as propriedades magnéticas do FezO4 (ALAMRI et al., 2018).
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Figura 17 - Curvas termogravimétricas para o Fes0a, Fe304/SiO2, Fez04/SiO2/MIP e
Fe304/SiO2/NIP
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As curvas termogravimétricas e a porcentagem de perdas de massa para o
FesOs e Fe304/SiO2 sdo muito semelhantes, indicando que uma pequena de
quantidade de silica foi incorporada ao FeszO4 que causou uma fraca influéncia na
perda de massa do material na faixa referente a mudanca de fase do 6xido de ferro
(210 °C a 320 °C). Esse revestimento de silica € termicamente estavel e as perdas de
massa para 0 Fe304/SiO2 sdo provenientes do FezO4. Pode-se observar a primeira
perda de massa, referente a evaporacdo da agua até 150 °C; a segunda perda de
massa € visualizada entre 210 °C e 320 °C, referente a conversdo de magnetita em
maghemita e, em seguida, em hematita, levemente mais branda em comparacao ao
Fes04, devido a protecéo da incorporagéo da silica. A dltima perda de massa é ténue
e acontece acima de 350 °C e € atribuida a perda dos grupos silanos da superficie da
silica; esta perda ndo ocorre a uma temperatura especifica, uma vez que 0s grupos
de silano se decompfBem lentamente na superficie da silica (NASCIMENTO,
OLIVEIRA e BORGES, 2019; LI et al., 2010).

A curva termogravimétrica para Fe304/SiO2/MIP apresenta uma primeira perda
de massa em temperatura inferior a 130 °C, relativo a agua da superficie. Na faixa de
130 — 500 °C, uma queda acentuada de massa pode ser atribuida as mudancas de

fase do Fez04 (magnetita-maghemita-hematita, conforme relatado anteriormente), a
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decomposicdo térmica dos grupos amino (grupos funcionais responsaveis pela
interacdo com o analito no processo de sorcao) e a fracbes organicas ligadas a atomos
de Si (grupos etoxi do monémero funcional). Acima de 500 °C, a perda de massa
corresponde a desidratacao completa das espécies de silica, possivelmente devido a
baixa reticulacdo da rede polimérica (BANAEI et al., 2015; KHOSROSHAHI e
GHAZANFARI, 2012).

Adicionalmente, o Fe304/SiO2/MIP mostrou-se menos estavel termicamente
gue os demais materiais, com o inicio da degradacdo em 130 °C e uma perda de
massa maior (17%) quando comparado aos demais materiais, que pode ser explicado
pela maior quantidade de ramificagcdes da rede polimérica. Considerando-se os dados
discutidos na analise de fisiossor¢do de N2, observa-se que esse material apresenta
maior area especifica, volume e didmetro de poro, devido a essas propriedades, sua
rede polimérica é menos reticulada e, portanto degrada mais rapidamente quando
exposta ao aumento da temperatura (XIE et al., 2015).

O Fe304/SiO2/NIP apresenta uma primeira perda de massa, referente a agua
da superficie em temperatura inferior a 150 °C. Posteriormente, até 550 °C, ocorre a
mudanca de fase do FeszOs a fragdo organica e 0s grupos aminos referentes ao
mondémero funcional sofrem decomposicdo térmica e acima dessa temperatura,
grupos silandis sdo completamente desidratados (KHOSROSHAHI e GHAZANFARI,
2012). A diferenca de perda de massa entre 0 Fe304/SiO2/MIP e 0 Fe304/SiO2/NIP foi
de 10 %, que pode ser atrelada a maior area especifica e maior reticulacdo do

Fe304/Si02/MIP, conforme mencionado anteriormente.

5.1.4 Medidas de magnetizacao

As medidas de magnetizacao foram realizadas o monitoramento da presenca
de ferromagnetismo ou ferrimagnetismo nos materias. Os materiais exibiram
comportamento caracterizado como ferrimagnético, ou seja, seus momentos
magnéticos se alinham fortemente na direcido de um campo magnético externo e
guando este é retirado, parte dos momentos magnéticos volta a se desalinhar, e outra
parte mantém o alinhamento obtido quando da aplicacdo do campo magnético (KUDR
et al., 2017).

Como pode ser observado no detalhe da Figura 18, os materiais exibiram uma

pequena histerese (a magnetizagdo néo retorna ao zero quando retirado o campo
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magnético externo), remanéncia (magnetismo residual na amostra depois que o0
campo é aplicado ao material ferrimagnético) e coercitividade (intensidade de campo
magnético reverso necessario para que se elimine o campo magnético remanescente)

(WU, HE e JIANG, 2008). Esses valores sao apresentados na Tabela 2.

Figura 18 - Curvas de magnetizac&do do Fe3O4, Fe304/SiO>2 e Fe304/SiO2/MIP. No
detalhe, é possivel observar a pequena histerese obtida para cada um deles
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Tabela 2 - Parametros magnéticos obtidos pela anéalise de medida magnética

Magnetizacéo de Remanéncia Coercitividade
saturacao (emu/qg) (emu/qg) (Oe)
Fes0q 34 0,63 18
Fes04/SiO2 12,2 0,20 14
Fez04/SiO2/MIP 9,7 0,19 21

Os valores de magnetizacao de saturacdo (Tabela 2) podem ser considerados
uma medida da forca magnética maxima. Observa-se uma diminuicdo da forca
magnética do nucleo de oxido de ferro apds cada etapa de sintese.

Esse decréscimo no valor de magnetizacao aponta para a presenca da silica e
da polimerizacdo na superficie do 6xido de ferro, causando um efeito de blindagem,

devido ao fato de que se sintetizados e analisados separadamente, a silica e 0
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polimero ndo possuem caracteristicas ferrimagnéticas (LI et al., 2009; MAK YU et al.,
2019; YUAN et al., 2012; ZHAO et al., 2008).

Outro fator que pode ser responsavel pela reducdo da magnetizacao é que a
silica se liga a superficie do FesO4 por meio da ligacado quimica Fe-O-Si. O momento
magnético dos ions de ferro ligados ao silicio desaparece com a formacao dessas
ligacOes, levando a uma diminuicao do ferrimagnetismo, evidenciando a presenca de
silica no material (ALAMRI et al., 2018; FAN et al., 2018).

Para o Fez04/SiO2/MIP, a magnetizacdo sofre mais um pequeno decréscimo,
apontando que a polimerizacdo ocorreu na superficie do Fez04/SiO2 e que 0S grupos
silano adicionados nessa etapa de sintese causaram novamente um efeito de
blindagem, apesar de néo ter reagido com a superficie do Fez0O4, como ocorreu no
revestimento com silica. O polimero atuou com uma camada de protecdo do nucleo
magnético, causando a queda da magnetizacao (ALAMRI et al., 2018).

Apesar da consideravel diminuicdo da magnetizacdo, o material utilizado
durante os experimentos, Fes04/SiO-/MIP, permaneceu fortemente ferrimagnético e
era isolado usando um campo magnético externo em poucos segundos, como é
possivel verificar nas imagens da Figura 19.

Figura 19 - (a) campo magnético aproximado do Fe304/SiO2/MIP e (b) durante o
processo de sorcao

Fonte: o autor
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5.1.5 Fluorescéncia de Raios X

A composicao quimica dos materiais sintetizados foi determinada pela técnica
de fluorescéncia de raios X (FRX) com a determinacao qualitativa e quantitativa dos
teores totais dos elementos quimicos de niumero atdmico maior que o sodio (Na),
através da identificacdo e medida dos raios X caracteristicos emitidos pelo material.
Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Elementos presentes no Fez0a, Fe304/SiO2, Fez04/SiOo/MIP e
Fe304/SiO2/NIP
Elemento (%)

Material Fe Si Mn Ca Cu S
Fes304 99,55 - 0,07 - 0,03 -
Fe304/SiO2 93,87 5,72 0,31 0,08 - -
Fez04/SiO/MIP 68,11 30,68 0,22 0,09 0,04 0,83
Fe304/SiO2/NIP 93,40 6,24 0,25 0,08 - -

Quantidades vestigiais dos elementos manganés (Mn), calcio (Ca), cobre (Cu)
e enxofre (S) encontrados em todos 0s materiais sdo provenientes de possiveis
impurezas das vidrarias ou dos reagentes utilizados durante o processo de sintese.
Os elementos oxigénio, carbono e nitrogénio, presentes nos materiais sintetizados
nao foram passiveis de quantificacédo, por possuir nimero atbmico menor que o sodio.

Os valores obtidos para o FesO4 mostram a predominancia do ferro (Fe) na
composicdo do material, conforme esperado, devido a composicédo desse material ser
unicamente oxido de ferro (ZAYED et al., 2017).

Para o Fes304/SiO2, observa-se o aparecimento de silicio (Si), proveniente da
incorporacao da rede de silica no FesO4. Porém, a quantidade de Si comparada a de
Fe é pequena, indicando que uma pequena de quantidade de silica foi incorporada a
magnetita, formando uma rede de silica compacta, corroborando com o que foi
anteriormente discutido na analise termogravimétrica e analise textural.

O Fe304/SiO2/MIP apresenta uma propor¢do maior de Si na sua composicao,
devido ao uso do TEOS e do monémero funcional na sua sintese, apontando para a
presenca expressiva da rede polimérica impressa nesse material, em conformidade
com o relatado nas analises anteriormente abordadas. Essa nova rede polimérica

proporciona 0 aumento da area especifica do material, diminui a saturacdo de
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magnetizacdo e tem maior degradacdo quando o material é exposto a um aumento
de temperatura, como observado no resultado de TGA.

Analisando a composicdo do Fes304/SiO2/NIP, observa-se uma semelhanca
com os valores do Fes04/SiO2, mostrando que a rede polimérica nesse material €
menor em comparagdo com o Fez04/SiO-/MIP, justificando a diferengca dos dados

desse material obtidos na anélise termogravimétrica e fisiossorcao de nitrogénio.

5.1.6 Difracéo de raios X

As propriedades estruturais do 6xido de ferro e do materiais sintetizados sob
este, sdo analisadas pela difracdo de raios X (DRX), afim de elucidar a estrutura
cristalina e, também para auxiliar na compreensdo de suas propriedades. Os

difratogramas séo apresentados na Figura 20.

Figura 20 - Difratogramas de raios X para o Fe30a4, Fe304/SiO2, Fe304/SiO/MIP e
Fes304/SiO2/NIP
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O Fes304exibe picos de reflexdo intensos na regido de 5 a 80°, caracteristicos
as fases de 6xido de ferro. Os picos sao observados em 26 = 30,42 (220), 35,52 (311),
43,53 (400), 53,43 (422), 57,46 (511), 62,80 (440) referindo-se aos indices de Miller
(respectivamente), de acordo com o padréao de difracdo de FesO4 cristalino (JCPDS,
arquivo 19-0629), confirmando a presenca da fase magnetita (ARVAND, ERFANIFAR
e ARDAKI, 2017).

O Fe304/SiO, apresentou padroes semelhantes ao material puro, com uma
ligeira diminuicdo na intensidade dos picos caracteristicos do Fez04, devido a adigcdo
de silica (MENDONCA, et al., 2019). Porém, o halo caracteristico a silica amorfa em
20° < 26 > 30° nao € observado, indicando que a presenca de silica nesse material &
pequena quando comparada ao 6xido de ferro, corroborando com os dados obtidos
na analise de FRX, que mostraram que uma pequena quantidade de silica foi
incorporada ao material.

Para o Fe304/SIiO2/MIP as posi¢cbes dos picos sdo novamente relativas ao
Fes04, sem alteracdes nas posicdes, indicando que o procedimento de polimerizagcao
na superficie ndo causou alteracdo na estrutura cristalina do 6xido de ferro (AHMAD,
SIDDIQUI e AHMAD, 2019). Para esse material, a adicdo de compostos de silicio
(TEOS e os mondmeros funcionais utilizados) causou o aparecimento do halo de silica
amorfa em 20° < 206 > 30° e confirma o resultado do FRX que apontou esse material
com maior quantidade de silica.

O Fe304/SIO2/NIP apresentou caracteriticas semelhantes ao difratograma do
Fez04/SiO2, sem o halo referente a presenca de silica. Novamente esses dados estao
em concordancia com o obtido no FRX, que mostrou valores parecidos de quantidade

de silicio entre esses dois materiais.

5.1.7 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM) do FezOas séo
mostradas na Figura 21. Como pode ser visualizado, as particulas possuem formato
esférico e com tamanho variando de 10 a 25 nm.

Conforme discutido nos dados de fluorescéncia de raios X, difratometria de
raios X e andlise termogravimétrica, a quantidade de silica incorporada na matriz de
oxido de ferro foi pequena e as imagens de TEM do material Fe304/SiO;, foram

similares ao Fes304 (Figura 22). Ainda devido a reduzida quantidade de silica, ndo foi
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possivel verificar a uma estrutura do tipo core-shell (nucleo-casca), caracterizada por
um nucleo de Fez0O4 com imagem mais escura e a casca de SiO2 com imagem clara.
Nas imagens obtidas, as regides mais claras podem indicar a presenca de silica
dispersa néo ligada ao FesO4, sendo um indicativo de formagéo de uma estrutura
interpenetrante (LI et al., 2010; OLIVEIRA, 2015).

Para o material Fe304/SiO2/MIP, as imagens de TEM (Figura 23) revelam que
particulas de Fez04 estdo menos agregadas e mais dispersas na rede de silica, que
agora estd com uma maior quantidade em comparacdo com 0 Fe304/SiOx.
Considerando a presenca de grandes extensdes de redes poliméricas isoladas de
SiO2 no Fe304/SiO2/MIP e que a sintese do material foi realizada na presenca de um
catalisador acido, presume-se que essa rede de silica apresente maior nimero de
ramificacdes e maior porosidade e, por consequéncia, menor estabilidade térmica e
maior area superficial corroborando os dados de analise térmica e analise textural.

O material Fe304/SiO2/NIP (Figura 24), apresenta menores extensdes de redes
poliméricas isoladas de SiO e observou-se que as imagens de TEM séo similares as
do FesOs e Fes304/SiO, e diferentes daquelas do Fez04/SiO2/MIP. Os dados de
fluorescéncia de raios X mostraram que esse material possui uma quantidade de
silicio muito parecida com o Fez04/SiO2 tornando sua rede polimérica semelhante a
esse material e menor em comparacao ao Fez04/SiO2/MIP.

E importante salientar que a estrutura obtida para o material Fe304/SiO2/MIP
nao constituiu uma desvantagem em processos de sor¢ao. Estruturas do tipo core-
shell levam a formacéo de sorventes com formatos mais esféricos e uniformes, mas
com poucos sitios de impressao quimica. No presente trabalho, foi obtido um
nanocompaosito constituido de particulas magnéticas dispersas numa rede de silica
molecularmente impressa, a qual possui um numero maior de sitios impressos.
Adicionalmente, estruturas interpenetrantes podem resultar na agregacdo, mas
também em tamanhos de particula diferentes, como é perceptivel nas Figuras 21 a
24. Também, este tipo de estrutura com uma grande quantidade de oxido de ferro
tornou as particulas do polimero magnético facilmente operadas por um campo
magneético externo, devido a agregacao do nucleo magnético, conforme resultado
discutido na andlise de medidas de magnetizacdo (FAN et al., 2015).

A seguir, as micrografias dos materiais sdo apresentadas.



Figura 21 - Micrografias eletrénica de transmissao
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Figura 22 - Micrografias eletronicas

Fonte: o autor
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Fonte: o autor
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Figura 24 - Micrografias eletronicas para o Fe304/SiO2/NIP
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Fonte: o autor
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5.1.8 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma maneira de conhecer
morfologia dos materiais (LI e ROW, 2018). Particulas com o formato esférico,
formando aglomerados heterogéneos e irregulares, com superficie rugosa séo
observadas nas imagens de microscopia do Fe3O4 e do Fe304/SiO>, visto nas Figuras
25 e 26. A agregacdao das particulas de 6xido de ferro é devida as intera¢cfes dipolares
magnéticas que esse tipo de material sofre (NI et al., 2010).

Apo6s a polimerizacdo, a imagem de MEV do material Fe304/SiO2/MIP (Figura
27), como observado anteriormente nas imagens de TEM, foi diferente daquelas
obtidas para Fez04 e Fe304/SiO2. Nao é mais possivel visualizar o formato esférico
das particulas de FezOs no material, mas particulas maiores, irregulares em tamanho
e forma e mais coesas, caracteristico da rede de silica formada via processo sol-gel,

Essa propriedade é confirmada pelas analises anteriormente abordadas, que
mostram que o Fe304/SiO2/MIP possui propriedades distintas dos demais materiais
sintetizados e que |lhe proporcionam caracteristicas importantes, como: uma maior
rede de silicio em sua estrutura que leva a maiores valores de area superficial, volume
e diametro de poro e em consequéncia, maior degradacéo da rede ao ser exposta ao
aumento de temperatura e diminuicao da forca de magnetizacao (OLIVEIRA, de et al.,
2019).

A seguir, sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de varredura

dos materiais.



Figura 25 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura para o FezO4 nas
ampliagdes de 30000 e 90000 vezes
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Figura 26 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura para o Fez04/SiO2 nas
ampliacdes de 30000 e 90000 vezes
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Figura 27 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura para o Fez04/SiO2/MIP
nas ampliacées de 30000 e 90000 vezes
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5.2 ESTUDOS DE EXTRAGAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA

Para estabelecer as melhores condi¢cdes de sorcao e eluicdo do CHO pelo
Fes304/SiO2/MIP, estudos sobre o solvente para o meio de sor¢do, massa do material,
tempo de agitagao, solvente de eluicdo e tempo de eluicdo foram realizados. Ainda,
obteve-se os dados referentes a cinética de sorcdo e aplicacdo dos modelos de
isotermas e 0s parametros analiticos para o0 método foram estabelecidos.

5.2.1 Estudo do meio extrator para CHO pelo Fe304/SiO./MIP e compara¢do com o
Fe304/SiO2/NIP

O estudo da influéncia do meio extrator na sor¢gao do CHO pelo Fe304/SiO>/MIP
foi realizado com os solventes metanol, etanol, hexano, cloroférmio, acetonitrila e
agua com 20% de metanol, utilizando 10,0 mg do material em 10,0 mL de solucéo de
CHO 10,0 mg L. Os percentuais de remocéo obtidos sdo exibidos na Figura 28.

Figura 28 — Percentuais de sorcdo de CHO em diferentes solventes para o
Fe304/SiOz/MIP
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Fonte: O autor

A molécula do CHO pode ser classificada como um alcool (Figura 1), porém,

por tratar-se de uma molécula com cadeia carbdnica relativamente grande e apenas
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um grupo OH, o CHO é pouco soluvel em agua e, por esse motivo, ndo foi possivel a
realizagao de estudos em meio aquoso.

Utilizando solventes organicos, os maiores percentuais de sorcao foram
alcancados em solventes com polaridade baixa (cloroférmio) ou apolar (hexano),
indicando que os sitios de ligagdo do Fez04/SiO/MIP possuem propriedades
hidrofilicas. O CHO, quando solubilizado no cloroférmio ou hexano, tém interacdes do
tipo disperséo de London, e a religagdo do CHO com o material sintetizado acontece
por ligacdes de hidrogénio, entre o grupo hidroxila do CHO e o grupamento NH2 do
polimero, obtido apés a clivagem quimica da ligacdo covalente do CHO+ICPTES
(Figura 8).

Mesmo fazendo uso de solventes proticos e polares, como é o caso do etanol
e do metanol, a porcentagem de sor¢do nao foi baixa, apontando que a interacao do
CHO com o sorvente ocorre por meio de ligagcdes de hidrogénio, entre o0 grupo
hidroxila do CHO e o grupamento NH2 do polimero.

Comparando-se os resultados entre o hexano e o cloroformio, os dois solventes
em que se obteve melhor sor¢éo, optou-se pelo uso do cloroféormio como solvente no
processo de extracdo em fase solida magnética do CHO, tendo em vista a futura
aplicacdo do método em amostras alimenticias. Diferentemente do hexano, o
cloroformio é fracamente polar e, por conta desta caracteristica, acredita-se que o
cloroférmio seja um solvente mais adequado para extrair o CHO da matriz alimenticia.

Avaliou-se também a sor¢cdo de CHO pelo Fe3z04/SiO2/NIP (Figura 29), material
sem a impressao, utilizando cloroférmio como solvente extrator. Utilizou-se 10,0 mg
de Fes04/SiO2/NIP em 10,0 mL de uma solugdo de 10,0 mg L! de CHO em
cloroférmio, apresentando uma adsorcédo de 37%, valor menor que o obtido com o
material impresso (95%).

Nesse material ndo houve a impressdo molecular da molécula molde, os
grupos funcionais amino foram incorporados diretamente pelo monémero funcional (3-
aminopropil)-trietoxissilano (Figura 10). Esses valores de sorcdo podem ser
relacionados com os resultados apresentados na caracterizacdo dos materiais. O
Fez04/SiO2/MIP, apresentou valores superiores para area superficial, volume de poro
e didmetro de poro, em comparacao com o Fe304/SiO2/NIP, o que torna os sitios de
ligag&o mais disponiveis. Ainda, para o Fes04/SiO2/NIP tem-se a possibilidade de que

0S grupos amino provenientes do mondmero (3-aminopropil)-trietoxissilano tenham
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reagido durante a etapa de polimerizagdo, como discutido nos dados texturais,

tornando menor a quantidade de grupos amino disponiveis para o analito.

Figura 29 - Percentuais de adsor¢do de CHO comparando o Fe304/SiO/MIP
Fe304/SiO2/NIP.

100

95 %

80

60

37 %

% de sorcao

40 4

20

Fe,0,/SiO,/NIP Fe,0,/Si0,/MIP
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5.2.2 Influéncia da massa de Fe304/SiO2/MIP na extragéo de CHO

A fim de avaliar a quantidade necessaria de material magnético para 0s
experimentos de sorcao, realizou-se estudos variando-se a massa de 5,0 até 20,0 mg
de Fes304/SiO2/MIP, agitando 10,0 mL de uma solucdo de CHO 10,0 mg L em
cloroférmio durante 60 segundos. Observa-se (Figura 30) que a partir de 10,0 mg de
material adsorvente obtém-se a capacidade maxima de sor¢do. Assim, essa massa

foi adotada para a sequéncia dos experimentos.
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Figura 30 - Estudo da massa de adsorvente
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5.2.3 Otimizacao do tempo de agitacdo e estudo cinético

Com o intuito de determinar o tempo de equilibrio do analito entre fase solida e
liquida, garantindo eficiéncia de sorcéo e agilidade no processo de extracao, o tempo
de agitacdo necessario para uma maxima sorcao de CHO pelo FesO4/SiO2/MIP foi
estudado empregando-se um agitador Vortex, agitando-se 10,0 mg do material em
10,0 mL de uma solugéo de CHO em cloroférmio, com concentracéo de 10,0 mg L%,
avaliando-se tempos entre 20 e 180 segundos. Os resultados sao expostos na Figura
31, onde observa-se que a partir de 60 segundos o processo de sorcao estabiliza e
atinge o equilibrio.

Tempos de equilibrio relativamente baixos e eficiéncia de sor¢cdo sdo pontos
importantes para o0 desenvolvimento de um método, resultando em uma boa
frequéncia analitica. A rapida sorcédo pode ser explicada pela natureza do método
sortivo e associada a um grande nimero de locais ativos nas cavidades de impressao
superficiais do Fe304/SiO2/MIP, o que resulta em um processo de transferéncia de
massa (difusdo + conveccdo) das moléculas de CHO da solucdo para os sitios de
ligacdo mais rapido. Essa era uma caracteristica esperada para o Fez04/SiO2/MIP,
devido a extracdo em fase sdélida magnética com a agitacdo realizada em Vortex,

mais vigorosa quando comparada a agitagcdo magnética ou mesa agitadora.
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Figura 31 - Influéncia do tempo de contato entre 10,0 mg de Fe3z04/SiO2/MIP e
10,0 mL de solucdo de CHO 10,0 mg L™ no processo de sorgédo
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Visando compreender o processo sortivo, avaliou-se o ajuste de modelos
cinéticos de pseudo-primeira linearizado, pseudo-segunda ordem linearizado, Elovich
e Difuséo intraparticula aos dados experimentais. Os parametros cinéticos estéo
apresentados na Tabela 4.

O modelo de pseudo-primeira ordem nao se ajustou satisfatoriamente aos
dados, com valor baixo de coeficiente de determinacéo (R?). Esse modelo pressupde
gue a taxa de sorcdo do analito é proporcional ao niumero de sitios desocupados e,
gue esses sitios possuem energias iguais (PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA,
2009).

Avaliando-se os valores de coeficiente de determinacdo para os demais
modelos, o modelo cinético com melhor ajuste ao processo sortivo do CHO pelo
Fez04/SiO2/MIP foi 0 pseudo-segunda ordem. Esse modelo assume a existéncia de
sitios com energias de ligacdo diferentes na superficie do material, onde inicialmente
0 processo de sor¢cdo ocorre em sitios mais disponiveis, para posterior ocupacéo de
sitios interiores (AZIZIAN, 2004). Os sitios de maior interacédo sao atribuidos aos sitios
de impresséo quimica contendo o grupo amino, provenientes da clivagem quimica do
produto CHO-ICPTES, capazes de interagir com o CHO por ligacdes de hidrogénio,
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enguanto os sitios de menor energia podem ser referentes a grupos silanais residuais

na matriz polimérica.

Tabela 4 — Parametros cinéticos preditos pelos modelos, para a adsorgéo de
CHO pelo Fe304/SiO2/MIP

Pseudo 12 Ordem Pseudo 22 Ordem
_ kqt _ ngZt
Qt = Qe (1—e1) 0 = 0 G+ D
K1 Qe R? K> Qe R?
0,21 1,53 0,34 9,94 9,81 0,99
Elovich Difusao Intraparticula
1 1
Qt=E In(ap) + Elnt Qt = ki t/* +C
B A R2 Kig C R2
0,27 1,31 0,97 9,44 0,73 0,94
8,21 3685,64 0,86 0,02 9,56 0,95

K1 — Constante de velocidade de pseudo primeira ordem (min?); K2 — constante de velocidade de
pseudo segunda ordem (min?); B - parametro relacionado a extensdo da camada de cobertura e
energia de ativacdo para quimiossorgdo (g mg?); a - constante de velocidade de sorcéo inicial (min
mg g%); Kis — coeficiente de difuséo interno (mg g* min'*’?); C — constante relacionada a espessura da
camada limite (mg g%).

O modelo de Elovich apresentou dois segmentos lineares, com ajuste
satisfatorio, apontando para sitios ativos com energias heterogéneas, corroborando
com o modelo de pseudo-segunda ordem. Segundo esse modelo, a primeira etapa do
processo relaciona-se com a sor¢ao em sitios externos do material e a segunda etapa,
com sitios internos (WILLIAM et al., 2016).

Para o modelo de difusao intraparticula também se observou dois segmentos
lineares, descrevendo que o processo de sorcdo necessita de duas etapas para
ocorrer. A primeira, referente a difusdo do analito da solugcéo para a superficie externa
do material sorvente em um curto tempo. A segunda etapa é descrita como difusédo
intraparticula, na qual ocorre a sor¢cdo gradual do analito nos sitios no interior do
material, de forma mais lenta e gradual. Nesse modelo, quando o valor da constante
de difuséo intraparticula (C - intercepto da primeira reta) € positivo (0,73) e ndo passa
pela origem, aponta que o processo de difusdo intraparticula ndo é o Unico que
governa o processo de sor¢cdo em estudo e que a sor¢do também ocorre na superficie
(WU, TSENG e JUANG, 2009).

Os dados ajustados aos modelos cinéticos pseudo-primeira, pseudo-segunda

ordem, Elovich e Difusdo Intraparticula estao dispostos na Figura 32.
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Figura 32 - Modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem, Elovich e
Difusao Intraparticula aplicados aos dados cinéticos para 0 Fez04/SiO2/MIP
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5.2.4 Construcdo das isotermas de sorcao

O estudo das isotermas de sor¢cdo mostra a quantidade de um determinado
soluto adsorvida por uma superficie adsorvente (Qe), em funcéo da concentracéo de
equilibrio do soluto (Ce). A capacidade maxima de sorcéo obtida foi 314,05 mg g7,
gue comparado a maioria dos trabalhos reportados, encontra-se entre 0s maiores

valores.

A concentracédo de CHO utilizada variou de 1,0 a 800,0 mg L e os dados séo
apresentados na Figura 33.
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Figura 33 - Isoterma de sorgao do CHO
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Fonte: o autor

Aplicou-se aos dados obtidos experimentalmente, os modelos linearizados de
Langmuir e Freundlich, Langmuir-Freundlich para um sitio e Langmuir-Freundlich para
dois sitios. Os parametros calculados estao dispostos na Tabela 5.

O modelo de Langmuir-Freundlich para dois sitios de sor¢éo apresentou melhor
ajuste aos dados experimentais, com um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,99 e
um erro de ajuste ao modelo (RMSE, do inglés, root mean square error) de 9,30,
menor entre todos os modelos testados, corroborando com os dados cinéticos obtidos
(ajuste satisfatorio aos modelos que apontam para diferentes energias de ligacao).

A capacidades maxima de sorcdo predita por esse modelo € a soma dos
parametros b; e by igual a 354,27 mg g?, valor préximo ao encontrado
experimentalmente.

Esse modelo consiste na combinacdo dos modelos de Langmuir e Freundlich,
sugerindo diferentes sitios de interacdo no sorvente, com energia de ligacao diferente
em relacdo a religacdo com o analito. Inicialmente, em baixas concentracdes, a sor¢cao
de CHO acontece nos sitios de ligagcdo de NH2 do MIP, com alta afinidade e que estéo
na superficie do Fez04/SiO2/MIP e é governado pelo modelo de Freundlich. Em altas
concentracfes, 0 modelo de Langmuir assume o processo de sor¢ao, que acontece
em sitios de ligacdo de baixa afinidade, no interior do Fe304/SiOz/MIP,

presumivelmente pelos grupos silandis residuais na matriz polimérica.
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Tabela 5 — Parametros preditos pelos modelos de isoterma para sor¢cdo de CHO em
Fes04/SiO2/MIP.

Modelo Equacao Parametro
KL (L mg?) 0,57
. Kbceq b (mg g-l) 0168
Langmuir Qeq = #
+( bceq) R2 0,97
RSME 17,45
Kr (Mg g) 0,96
N 0,93
Freundlich Q,, = (KC,)'"
R? 0,97
RSME 16,99
ki (L mg?) 0,003
b1 (mg g*) 400,70
Langmuir-Freundlich 0 = b(KCe)n ] L7
para um sitio 1+ (KC,p)n 1 ,
R? 0,97
RSME 17,18
ki (L mg™) 0,004
b1 (mg g*) 275,50
na 1,50
bl (che)m
I kz (L mg?) 0,003

Langmuir-Freundlich
L s

para dois sitios b, (K,C,)" b2 (mg gb) 78,77
1+(K,C,)"

n. 85,78
R2 0,99
RSME 9,30

Ki(Langmuir), Kr(Freundlich): parametro relacionado a afinidade do adsorvato-adsorvente; biz —
constante relacionada a capacidade méaxima de sorgéo; ni2 — constante relacionada a intensidade de

sorcao ou grau de heterogeneidade.
Fonte: o autor

As isotermas de sor¢do do Fe304/SiO2/MIP para o CHO séo apresentadas nas

Figuras 34 a 37.
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Figura 34 - Isoterma de sor¢cdo com aplicagcdo do modelo linearizado de Langmuir
T
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Fonte: o autor

Figura 35 - Isoterma de sor¢ao com aplicacdo do modelo linearizado de Freundlich
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Fonte: o autor
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Figura 36 - Isoterma de sor¢gédo com aplicacdo do modelo de Langmuir-Freundlich
para um sitio de sorcao
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Fonte: o autor

Figura 37 - Isoterma de sor¢cdo com aplicacdo do modelo de Langmuir-Freundlich
para dois sitios de sorcao
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Fonte: o autor
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5.2.5 Avaliagdo da seletividade do Fez04/SiO2/MIP para CHO

Para avaliar o efeito de impressédo do Fes304/SiO2/MIP em relagéo ao analito
alvo realizou-se estudos de sor¢cdo de solugdes binarias contendo o CHO e possiveis
interferentes estruturalmente similares, na propor¢ao 1:1 (m/m) nos materiais
Fe304/SiO2/MIP ou Fez04/SiO2/NIP. Os experimentos foram realizados empregando
10,0 mg do material, agitados com a solu¢do contendo o CHO e o interferente nas
condicbes otimizadas de meio extrator e tempo de agitacdo. A partir destes
experimentos, foram determinados os parametros relacionados ao desempenho da
seletividade do sorvente: coeficiente de distribuicdo (Kd), coeficiente de seletividade
(k) e coeficiente de seletividade relativo (k’), calculados a partir das Equagdes 14, 15
e 16 descritas no Iltem 4.4.6 (MARESTONI et al., 2013).

A escolha dos interferentes foi realizada levando em consideracdo a estrutura
guimica e os grupos funcionais em comparacdo com o CHO. Na Figura 38 é
apresentado a formula estrutural do CHO (a) e dos interferentes escolhidos, 5-a-

colestano (b), 7-dehidrocolesterol (c) e estradiol (d).

Figura 38 - Férmula estrutural do CHO (a) e dos interferentes escolhidos, 5-a-
colestano (b), 7-dehidrocolesterol (c) e estradiol (d)

HO

Fonte: adaptado de CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014

Os valores obtidos para o coeficiente de distribui¢cdo, coeficiente de seletividade

e coeficiente de seletividade relativo (k') sédo apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8.
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Ao comparar o coeficiente de seletividade do Fes304/SiO2/MIP com o
Fe304/SiO2/NIP, razdes acima de 1 confirmam o efeito de impressdo quimica no
material com Fe304/SiOo/MIP. Os resultados indicam que as particulas de
Fes304/SiO2/MIP tém maior capacidade de sorcdo para o CHO em relacdo aos
interferentes, demonstrando que o material tem uma capacidade seletiva (CLAUSEN,
PIRES e TARLEY, 2014).

Tabela 6 — Parametros relacionados ao efeito de impresséao para o CHO e 5-a-

colestano
Concentra(l;_glc; inicial (mg Kd (mL g9
Adsorvente 5o K K’
CHO 5-a-colestano CHO
colestano
Fe304/SiO2/MIP 1734,82 100,10 17,33
10 10 11,81

Fe304/SiO2/NIP 408,72 278,74 1,46

Fonte: o autor

Tabela 7 — Parametros relacionados ao efeito de impressao para o CHO e
7-dehidrocolesterol

Concentracao inicial

] Kd (mL g?)
1
Adsorvente (mg L™) . . K K’

7-dehidro 7-dehidro

CHO CHO

Colesterol colesterol

Fez04/Si0O2/MIP 1568,33 826,17 1,81
10 10 1,75

Fez04/SiO2/NIP 495,26 476,34 1,03

Fonte: o autor

Tabela 8 — Parametros relacionados ao efeito de impresséao para o CHO e

estradiol
Concentracéo inicial Kd (mL g}
Adsorvente (mg L) K K’
CHO Estradiol CHO  Estradiol
Fe304/SiO/MIP 1758,30 355,73 4,94
. 10 10 2,33
Fe304/SiO2/NIP 644,42 304,96 2,11

Fonte: o autor

Ainda, comparando o material impresso com 0 ndo impresso, a menor sor¢cao
de CHO e dos interferentes pode ser explicada pela pouca disponibilidade das

cavidades seletivas na estrutura do material Fez04/SiO2/NIP, justificado pela possivel



92

reacdo dos grupos amino responsaveis pela ligagdo com o CHO, como discutido nos
dados texturais. Uma comparacéo dos valores de Kd para o Fe3z04/SiO2/MIP com o
Fe304/SiO2/NIP mostra um aumento do Kd para o CHO, enquanto Kd diminui para os
interferentes.

Além disso, a capacidade de sorcdo do CHO na presenca 7-dehidrocolesterol
€ um pouco menor. Analisando as estruturas dos compostos, percebe-se que as
exigéncias de espaco do CHO versus 7-dehidrocolesterol sdo iguais, com a presenca
da cadeia carbbnica lateral e do grupo funcional -OH em ambas as moléculas,
justificando a competicao pelos sitios sortivos com o CHO, uma vez que o grupamento
-OH é responséavel pela ligacdo aos sitios de ligacdo NH> do material sorvente,
justificando a competicao pelos sitios sortivos com o CHO. A molécula 5-a-colestano,
possui estrutura semelhante, mas com a auséncia do grupo funcional -OH,
responsavel pela ligacdo aos grupos amino e, consequentemente, sua adsorc¢ao foi
menor. O estradiol, em contraste, possui dois grupos OH, porém nao possui uma
cadeia carbonica lateral, encaixando na mesma cavidade do CHO e, ainda assim, sua
a capacidade de adsorcao € menor, devido a auséncia da cadeia lateral (YAVUZ et
al., 2007; CLAUSEN, 2014).

Considerando a diferenca estrutural entre 0 CHO e os interferentes analisados,
infere-se que a religacdo da molécula modelo ao material adsorvente durante o
processo de sorc¢ao ocorre por ligacao de hidrogénio entre o grupamento -OH no CHO
e o grupo -NH2 no material impresso, sendo o grupo hidroxila crucial para a religagédo
do modelo. Resultado esse esperado, devido ao método de sintese semi-covalente
gue foi empregado, em que a molécula molde religa-se por ligacdes de hidrogénio ao
sorvente (WHITCOMBE et al., 1995; TANG et al., 2017).

5.2.6 Influéncia do solvente de eluicédo

A eluicdo do analito foi examinada apds a separacdo do meio extrator
cloroformio do sorvente utilizado na extracdo em fase solida magnética, com os
solventes metanol, etanol e acetonitrila, avaliando-se tempos de 60, 120 e 180
segundos.

A escolha desses solventes levou em consideracao os estudos de extracdo em
gue a molécula de CHO apresentou menor sorcédo no Fez04/SiO2/MIP em solventes

polares. Presume-se que solventes polares e proticos enfraquecam as interacdes de
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hidrogénio entre o grupo hidroxila do CHO e o grupo NH2 do sorvente, reduzindo a

afinidade e facilitando o processo de elui¢do (LEE, HUNG e HWANG, 2009).
Novamente realizou-se a avaliagdo empregando-se tempos de agitagéo curtos,

com agitacdo vigorosa em vortex, a fim de obter-se um método rapido na extracdo e

eluicdo do CHO. Os dados obtidos séo apresentados na Figura 39.

Figura 39 - Porcentagem de eluicdo de CHO para os solventes metanol, etanol e
acetonitrila para 60, 120 e 180 segundos

[ 60 segundos
I 120 segundos

100 1 I 180 segundos

80

60 —

40 4

% de colesterol dessorvido

20 4

MeOH EtOH ACN

Fonte: o autor

As melhores dessorcdes do analito foram obtidas com o uso do metanol e
etanol, 99% para ambos, no tempo de 180 segundos. Os dois solventes possuem
polaridade semelhante e a acetonitrila, menos polar em compara¢do ao MeOH e ao
EtOH, ndo apresentou bons indices de eluicdo em nenhum dos tempos estudados.

Vale mencionar que nos estudos de extracdo em fase soélida magnética, a
sorcdo do CHO foi de 86% em etanol e 84% em metanol, esperando-se que esses
solventes ndo fossem apropriados para eluir quantitativamente o CHO. Todavia, ap0s
0 processo de sorcao e separacao de fases, uma pequena quantidade de cloroformio
permanecia no tubo de extracdo, que apds a adicdo de etanol e metanol em
guantidades superiores, competem pelos sitios sortivos, ocorrendo a eluicao.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que a interacdo CHO com
sitios de ligagdo do Fes304/SiO./MIP ocorre por meio da formacdo de ligacdo de

hidrogénio entre os grupos amino do mondémero funcional e o grupo hidroxila da
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molécula de CHO. Esses grupos amino sdo provenientes da clivagem quimica
necessaria para a remogdo da molécula molde na sintese semi-covalente (MATOS
CORDEIRO BORGES, LEIJOTO e BASTOS BORGES, 2017; SHI et al., 2014).

Com os resultados obtidos mostrando porcentagens de eluicdo parecidas para
0 metanol e etanol, optou-se pelo uso do etanol como solvente de eluigéo, devido a
maior toxicidade do metanol e, avaliou-se a possibilidade de diminuir a quantidade de
etanol usada para essa etapa da extracdo em fase sélida magnética do analito. Para
isso, volumes entre 0,2 e 2,0 mL foram estudados e observou-se que quantidades
inferiores a 0,4 mL de etanol ndo foram eficientes para a eluicdo completa do CHO,

sendo 0,5 mL escolhido para a continuagdo dos experimentos (Figura 40).

Figura 40 - Porcentagem de eluigcdo de CHO com diferentes volumes de EtOH

% de colesterol eluido

0,2 mL 0,3mL 0,4 mL 0,5 mL 1,0 mL 2,0ml
Volume de EtOH

Fonte: o autor

5.2.7 Determinacao dos parametros analiticos

A eficiéncia do método de pré-concentracéo e eluicdo foi avaliada com o célculo
das figuras de mérito do sistema: fator de pré-concentracéo, limite de deteccéo (LD),
limite de quantificacdo (LQ) e repetibilidade intra-dia e inter-dia (LONG e
WINEFORDNER, 1983). Os valores foram obtidos a partir de duas curvas analiticas,
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uma com a etapa de pré-concentracdo no Fez04/SiO2/MIP (com as condigbes de
extragdo e eluigdo otimizadas), na faixa de 0,05 a 25,0 mg L. Outra sem essa etapa
(as solucdes de padrbes de CHO eram injetadas diretamente no cromatografo), na

faixa de 2,0 a 300,0 mg L. As curvas analiticas sdo apresentadas na Figura 41.

Figura 41- Curva analitica para a etapa sem pré-concentracao e com a etapa de
pré-concentracao
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Fonte: o autor

A curva analitica com a etapa de pré-concentracdo € representada pela
equacdo y= 9061,86x - 2061,86 (R?= 0,998). Para a curva analitica sem a etapa de
pré-concentracéo, obteve-se a equacéo y= 1149,14x - 7168,30 (R?= 0,997). O fator
de pré-concentracdo do Fe304/SiO/MIP foi 7,88 vezes quando comparado a injecédo
direta das solucdes.

O limite de deteccao e quantificacao foram calculados de acordo com a IUPAC
(Equacoes 16 e 17, respectivamente, descritas no Item 4.4.7). Obteve-se um LD de
11,5ugLte LQde 38,5 ug L.

A precisdo do método foi avaliada em termos de preciséo intradia por meio das
andlises (n=10) das concentracdes de CHO de 5,0 e 10,0 mg L, obtendo desvios
padrbes relativos (DPR) de 1,60% e 1,52% respectivamente. Ainda, a precisdo
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interdia (dois dias consecutivos) com n=10 também foi avaliada para as mesmas
concentracdes usadas nas analises intradia, com um DPR de 2,46% e 2,37%, nessa
ordem.

As figuras de mérito obtidas no presente método foram comparadas com outros
métodos relatados na literatura, com extracdo em fase sélida empregando MIP, para
a determinacdo de CHO por HPLC-DAD (Tabela 8). Pode-se inferir que o método de
pré-concentracdo proposto, fazendo uso do Fes304/SiO/MIP como adsorvente,
apresenta valores de LD e LQ satisfatorios, estando abaixo da faixa reportada na
literatura e ainda, um bom fator de pré-concentracéo, caracteristicas que podem ser
Uteis na aplicacdo em amostras que tenham concentracdes baixas ou entdo, em

diluicdes de amostras com quantidades grandes de CHO.

Tabela 9 - Comparacdo do método proposto com outros métodos de pré-
concentracdo de CHO com determinacéo por HPLC-DAD

Solvente
Adsorvente de LD LQ FP Referéncia
extracao
Este
Fe304/SiO/MIP CHCIs 115pugLt 385ugL?t 7,88 trabalho
Borges,
MIP acido metacrilico HEX - 1,93 mgL? Oliveira e
Borges,
2017
MIP N-
Methacryloylamido- Inanan et
(-phenilalanina MeOH ) ) ) al., 2016
methil éster
Polimero hibrido Clausen,
Acido 1,21 . et al, 2014
metacrilico/ TEOS CHCls mg L 375mglLt -
(6:1)
MIP
poli(hidroxietilmetacril
ato)/poli Solucao 50,0 mg L. 1690mg L Caktu et
(glicidilmetacrilato-N-  intestinal ' L al., 2014
metacriloil- (L) -
tirosina metiléster)
L. - ACN: Puoci et
MIP &cido metacrilico H,0 (7:3) 022mgL! 071mglL?' - al.. 2008
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As diferencas observadas entre o presente método e os demais podem ser
referentes aos diferentes tipos de materiais sorventes e meios de extragdo. Nenhum
trabalho reportado na Tabela 9 apresenta o fator de pré-concentracdo, que pode ser
explicado pelo fato destes ndo desenvolverem um método analitico de pré-
concentragdo, apenas estudarem a sorcdo do CHO por um material sorvente ou

intencionando uma etapa de limpeza.

5.2.8 Aplicagdo do método proposto em amostras reais

A aplicabilidade do método proposto em amostras de leite bovino foi
averiguada. Diferentes marcas, sendo: A e B - leite UHT integral e, C - leite UHT
semidesnatado, foram submetidas ao método desenvolvido e os resultados séo
apresentados na Tabela 10. As amostras passaram pelo processo de saponificacao,
a fim de liberar todo o CHO da matriz alimenticia.

Para as amostras B e C realizou-se um teste de adicao e recuperacéo, com a

intencao de verificar a exatiddo do método.

Tabela 10 - Concentracdo de CHO encontrada em trés diferentes marcas de leite

UHT bovino
. . Concentragdo de Concentracdo de CHO  Recuperacgéao
Leite bovino CHO adicionada (mg Kg™) (%)
obtida (mg Kg?) 9rd °
A (integral) 390,07 £ 0,14 0 -
B (integral) 397,61 +0,77 0 -
419,56 £ 1,28 30,0 97,38
C 99,16 £ 0,12 0 -
(semidesnatado) 127,69 +1,14 30,0 92,32
153,94 + 1,06 60,0 91,64
200,18 +1,34 106,0 92,57

Fonte: o autor

Na literatura, o valor de CHO encontrado em andlises de leite bovino pode
variar muito. Gorban e Izzeldin (1999), Bauer et al. (2014), Faye et al. (2015) relatam
valores que chegam a 490 mg Kg, quando o animal esta produzindo o leite colostro,

responsavel pela alimentacédo do bezerro recém-nascido. Segundo Bauer et al., 2014;
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Gorban e Izzeldin, 1999, a quantidade de colesterol no leite bovino é dependente de
véarios fatores, como: raca e alimentacdo do animal, época do ano e periodo de
lactacdo. Esses aspectos influenciam na quantidade de gordura do leite produzido e,
consequentemente na quantidade de CHO.

Também o processamento que o leite € submetido na inddstria interfere nesse
valor. A informacdo sobre a quantidade de gorduras totais € obrigatéria e
regulamentada pela Portaria 146 do Ministério da Agricultura, de 07/03/1996, sendo
gue o leite integral deve apresentar mais de 3% de gorduras totais, leite
semidesnatado entre 0,6 e 2,9% de gorduras totais e leite desnatado menos de 0,5%
de gorduras totais. Como é observado na Tabela 10, o leite integral apresenta mais
CHO que o leite semidesnatado. Apesar de toda problematica de salude que o
consumo elevado de alimentos ricos em CHO envolve, na legislacdo sobre as
informacdes nutricionais (ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
Resolucdo RDC n° 40, de 21 de marco de 2001) que devem estar presente nas
embalagens, nédo a obrigatoriedade em rotular na tabela nutricional a quantidade de
colesterol, apenas a um incentivo por parte da ANVISA para que esse valor seja
informado aos consumidores, a fim de facilitar na busca por uma alimentacao
saudavel.

Os cromatogramas obtidos para a inje¢cdo no sistema cromatografico de um
padrdo de CHO em CHCIz recuperado em fase movel e inje¢cdo do extrato
saponificado da amostra A recuperado em fase mével e sdo apresentados nas Figuras
42 e 43.

Como é possivel observar a partir do cromatograma da Figura 44, fica evidente
a necessidade de uma etapa de preparo de amostra, para realizar o isolamento do
analito de interesse, CHO. Dessa forma, o extrato saponificado foi submetido ao
procedimento de extracao e eluicdo, fazendo uso do Fez04/SiO2/MIP como fase solida
na pré-concentracdo e isolamento do CHO por meio da extracdo em fase soélida

magnética.
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Figura 42 - Cromatograma obtido na injecado de um padréo de CHO em CHCl3
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Figura 43 - Cromatograma obtido na injecao do extrato saponificado da amostra A
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Os cromatogramas das trés amostras (Marca A, Marca B e Marca C) ap6s a

saponificagéo, sor¢ao e eluigdo pelo Fes04/SiO/MIP séo apresentados nas Figuras

44 a 46.



Figura 44 - Cromatograma do extrato saponificado da marca A submetido ao
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Figura 45 - Cromatograma do extrato saponificado da marca B submetido ao
procedimento de sorcao e eluicdo pelo Fe304/SiO/MIP
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Figura 46- Cromatograma do extrato saponificado da marca C submetido ao
procedimento de sor¢ao e eluicéo pelo Fez04/SiO/MIP
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Diferentemente do cromatograma obtido na injecao do extrato saponificado, 0s
cromatogramas das amostras que passaram pelo protocolo do Fe304/SiOx/MIP,
mostram o pico de CHO com uma boa separacéo. Esse fato deixa evidente que CHO
precisa ser isolado das demais gorduras presentes no extrato saponificado para ser
guantificado nas amostras de leite e, os valores obtidos na recuperacdo com o teste
de adicdo de padrao para as amostras B e C, juntamente com 0s cromatogramas mais
limpos, com uma boa separacao de pico, inferem que Fes04/SiO2/MIP é eficiente e
pode ser aplicado no isolamento e pré-concentracdo do CHO nas amostras de leite
bovino.

O método aqui descrito mostrou-se facil e rapido na determinacédo de CHO em
amostras de leite bovino fazendo uso de pequena massa de material sorvente. O uso
de um material com propriedade magnética facilitou o processo de separacao da fase

extratora da fase liquida, aproximando um campo magnético externo.
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6. CONCLUSOES

A sintese de um polimero molecularmente impresso magnético para a molécula
do colesterol, empregando o método de sintese semi-covalente foi avaliada com as
técnicas de caracterizacdo e seu emprego no processo de extracdo em fase sélida
magneética de colesterol.

A caracterizagdo dos materiais sintetizados mostrou-se de suma importancia
para fazer inferéncias sobre a capacidade seletiva e sortiva do Fe304/SiO2/MIP frente
a molécula do CHO, confirmando posteriormente, pelos estudos de extracao e eluicao
gue a interacdo do CHO com o sorvente ocorre entre os grupos hidroxilas e o grupo
amino por ligacdes de hidrogénio.

Os grupos funcionais dos materiais de partida esperados no material final foram
observados nos espectros de infravermelho, de modo especial, as bandas referentes
ao oxido de ferro, a presenca da silica e os grupos amino, responsaveis pela religacéo
do colesterol, atestando a presenca desses no Fez04/SiO2/MIP. A rede polimérica
sintetizada sob o0 nucleo de Fe304/SiO, apresentou area especifica elevada (163,18
m2 g), com maior volume e diametro de poro. Ainda, essa rede polimérica, com uma
maior quantidade de silicio incorporada, gerou uma estrutura com caracteristicas
morfoldgicas diferentes dos demais materiais, assim como uma maior degradacao
com o aumento da temperatura e pequena diminuicdo da forca magnética.

Apesar disso, observou-se que mesmo com as etapas de sintese acontecendo
sob o nucleo de 6xido de ferro, o nucleo magnético do material permaneceu com sua
propriedade magnética, conforme os resultados de DRX e medidas de magnetizacao.

Essas caracteristicas foram importantes para o material final, proporcionando
uma rapida separacao entre fase extratora e fase liquida durante os experimentos de
adsorcao e eluicdo. Ainda, proporcionaram uma rapida cinética de sorcédo, onde 60
segundos foram suficientes para atingir equilibrio durante a etapa de sorcdo e 180
segundos na eluicdo CHO, com a uma elevada capacidade maxima de sorc¢éo, 314,05
mg gt

O estudo cinético e o estudo das isotermas de sorcao para o Fe304/SiO2/MIP,
apontaram para o modelo de pseudo-segunda ordem e para o modelo Langmuir-
Freundlich para dois sitios, confirmando a existéncia de sitios de ligacdo com energia

de ligacao diferentes e comparando-se o desempenho sortivo com o material controle,
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Fe304/SiO2/NIP, observou-se que o Fe304/SIO2/MIP era mais seletivo ao analito,
mesmo na presenca de interferentes com estrutura quimica semelhantes ao CHO.
Com a determinacao dos parametros analiticos para o material, obteve-se um
limite de quantificacdo de 11,5 pg L e limite de deteccédo de 38,5 ug L, com uma
precisdo intra-dia e inter-dia de 1,60% e 2,46% para concentracdo de 5,0 mg L de
colesterol e 1,52% e 2,37% para concentragdo de 10,0 mg L' de colesterol,
respectivamente. Comparando-se as curvas analiticas, etapa de pré-concentracao e
sem etapa de pré-concentracdo, obteve-se um ganho de pré-concentracao do material
de 7,88 vezes, valores abaixo dos obtidos anteriormente na literatura e sua aplicacéo

em amostras de leite bovino possibilitou a quantificacdo do CHO nessas amostras.
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