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RESUMO 
 
 

O presente trabalho descreve a síntese de um polímero híbrido molecularmente 
impresso contendo acesso restrito como um novo material sorvente para a extração 
de ácido fólico em amostras de leite. A caracterização do material foi realizada por 
FT-IR, TGA, SEM, TEM e análise de área superficial, volume e tamanho de poros, 
cujos resultados confirmaram a presença da rede orgânica e inorgânica, como 
também a presença de mesoporos. A partir dos estudos cinéticos obteve-se o tempo 
de equilíbrio de 390 minutos, resultando em uma sorção de 5,6 mg de ácido fólico 
(AF) por grama de sorvente. A formação de sítios de sorção seletivos foi confirmada 
pela sorção competitiva de soluções binárias de AF:concomitante (cafeína, ácido 
úrico, 4-aminobenzamida e paracetamol), na qual os coeficientes de seletividade 
relativos encontrados foram de 1,82, 1,33, 4,37 e 1,53, respectivamente. A 
porcentagem de exclusão de albumina sérica bovina para o MIP-RAM foi de 55 ± 2 e 
para o MIP de 35 ± 2%. Os estudos utilizando o polímero molecularmente impresso 
em extração em fase sólida (MISPE) demonstraram satisfatória limpeza dos 
cromatogramas sem a necessidade de lavagem do cartucho para remoção de 
interferências, tornando possível a injeção direta do eluato no sistema 
cromatográfico. O método MISPE apresentou limite de detecção de 1,45 µg L-1 e 
limite de quantificação de 4,83 µg L-1 e foi aplicado em amostras de leite em pó 
fortificadas com ácido fólico. As quantidades de ácido fólico obtidas foram similares 
aquelas declaradas no rótulo. Ainda, foram obtidos, após testes de adição e 
recuperação, percentuais de 95 a 108%, o que atesta a exatidão do método.  
 
Palavras-chave: MIP-RAM. MISPE. Estudo cinético. Limpeza de amostra. Sorção. 
 



 

OLIVEIRA, Fernanda Midori.  Preparation, characterization and application of a 
new sorbent based on molecularly imprinted polymer with restricted access for 
the folic acid extraction in milk samples. 2015. 101 p. Dissertation (Master’s 
degree in Chemistry) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015. 
 

 
 

ABSTRACT 
 

 
The present work describes the synthesis of a hybrid molecularly imprinted polymer 
containing restricted access as a new adsorbent material for the extraction of folic 
acid in milk samples. The characterization of the material was performed by means of 
FT-IR, TGA, SEM, TEM and analyzes of surface area, pore volume and size pore, 
whose results confirmed the presence of organic and inorganic network, as the 
presence of mesopores. From the kinetic studies the equilibrium time was found to 
be 390 minutes yielding adsorption of 5.6 mg of folic acid per gram of adsorbent. The 
formation of selective adsorptive sites was confirmed by the competitive adsorption of 
binary solutions of AF:possible interfering (caffeine, uric acid, 4-aminobenzamide and 
paracetamol), in which the relative selectivity coefficients were found to be 1.82, 1.33, 
4.37 and 1.53, respectively. The percentage of bovine serum albumin exclusion for 
the MIP-RAM was 55 ± 2 and for the MIP was 35 ± 2%. Molecularly Imprinted Solid 
Phase Extraction (MISPE) studies has shown excellent clean-up of chromatograms 
without the need to wash the cartridge for removal of interfering, thus making 
possible the direct injection of eluate into the chromatographic system. The MISPE 
method showed limit of detection of 1.45 µg L-1 and limit of quantification of 4.83 μg 
L-1 and it was applied to the powder milk samples fortified with folic acid. The 
amounts of folic acid were similar to those stated in the label. In addition, it was 
obtained upon addition and recovery tests, percentages of 95 to 108%, which attest 
the accuracy of method.  
 
Keywords: MIP-RAM. MISPE. Kinetic Studies. Clean-up. Adsorption.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A determinação e quantificação de substâncias orgânicas presentes 

em amostras complexas (alimentos, urina, medicamentos, solo, entre outras) 

exigem, usualmente, etapas de pré-tratamento para a eliminação de interferentes 

e/ou pré-concentração do analito de interesse. No caso da cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE) o pré-tratamento da amostra elimina a maior parte dos 

interferentes, aumentando a vida útil do sistema de separação cromatográfico e 

diminuindo a possibilidade de co-eluição do analito e interferentes. Entretanto, o 

tratamento prévio deve ser o mais rápido possível, pois muitas etapas podem 

ocasionar contaminação, perda de analito e aumentar o tempo de análise.1,2,3 

Existem muitos pré-tratamentos para extração de analitos contidos em matrizes 

complexas como: extração em fase sólida4, extração líquido-líquido5, precipitação6, 

co-precipitação7 e filtração em membrana8. Dentre estas técnicas citadas, as mais 

utilizadas são a extração líquido-líquido e a extração em fase-sólida.  

A extração líquido-líquido (ELL) consiste na partição da amostra 

entre duas fases imiscíveis, na qual a eficiência da extração depende da afinidade 

do soluto pelo solvente. Esta técnica apesar de muito utilizada apresenta muitas 

desvantagens, pois necessita de grandes quantidades de amostra e os solventes 

utilizados na maioria das vezes são tóxicos. Além disso, a ELL é de difícil 

automação, impurezas do solvente podem contaminar a amostra e pode ocorrer a 

formação de emulsões.3 

A extração em fase sólida (SPE) é uma técnica de preparo de 

amostra amplamente difundida. Ela consiste na utilização de uma fase sólida (um 

sorvente) para extrair o analito de interesse de um meio, retirando possíveis 

interferentes e em seguida um eluente é utilizado para a dessorção do analito 

(Figura 1). Quando o volume de eluente utilizado é menor do que o da amostra de 

partida, o analito é concentrado no eluato, o que confere à extração em fase sólida 

propriedades não apenas de limpeza da amostra, mas também de pré-

concentração.9 
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Figura 1 – Representação esquemática de um sistema de extração em fase sólida 
(SPE).  

 

 

A SPE apresenta vantagens em relação à ELL, pois permite altos 

fatores de pré-concentração, fácil regeneração da fase sólida e fácil automação. 

Além disso, existem vários sorventes comerciais com propriedades voltadas a 

solução de problemas analíticos (C18, C8, alumina, Florisil®, entre outros).9,10 A 

natureza do sorvente é o fator preponderante nos resultados obtidos na extração, 

pois o processo depende da afinidade que o analito possui pelo sítio sortivo, assim 

como a capacidade sortiva e seletividade. Vale ressaltar que o material deve possuir 

características que venham a favorecer o processo sortivo incluindo cinética rápida 

de sorção, alta área superficial, alta capacidade sortiva, estabilidade química, 

seletividade, baixa resistência à passagem de fluído e não apresentar inchaço em 

meio aquoso.4 Com o intuito de contornar a baixa seletividade dos materiais 

comerciais, alguns materiais com propriedades seletivas têm sido desenvolvidos, em 

especial os polímeros molecularmente impressos (MIP). 

Os MIP são polímeros contendo sítios de reconhecimento seletivo 

para o analito de interesse, obtidos por meio da polimerização do monômero 

funcional que estabelece interações (ligação de hidrogênio, forças fracas de Van der 

Waals ou ligação covalente) com a molécula molde. A impressão molecular ocorre 

por meio de uma ou mais interações supracitadas e, após a remoção da molécula 

molde, o polímero dispõe de cavidades complementares na forma e tamanho da 
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molécula molde.11 Apesar de seletivos os MIP não são eficientes na exclusão de 

macromoléculas (proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos etc.), diminuindo 

sobremaneira o desempenho seletivo do material quando o mesmo é aplicado em 

amostras complexas, como fluidos biológicos (sangue, urina e leite etc.). 

A aplicação de fases sorventes para a exclusão de macromoléculas 

de fluidos biológicos é realizada empregando materiais de acesso restrito (RAM). 

Estes materiais são constituídos de sorventes poliméricos contendo em sua 

superfície grupos funcionais e/ou proteínas capazes de excluir as macromoléculas 

através de barreiras físicas ou químicas. Os poros destes materiais possuem 

tamanhos inferiores às macromoléculas, facilitando a sorção de analitos com 

massas moleculares menores. Cabe salientar que a sorção de analitos nos poros 

não é seletiva e, portanto, estes sorventes têm sido usualmente empregados em 

etapas de clean-up de fluídos biológicos.12,13 

Mediante o exposto algumas estratégias são reportadas na literatura 

para associar as vantagens dos MIP e RAM. Apesar dos MIP-RAM serem materiais 

com propriedades seletivas e de exclusão de macromoléculas com potencialidades 

analíticas já comprovadas o emprego desses materiais e/ou a síntese de novos 

materiais tem sido pouco difundida.14,15 De acordo com a Figura 2 observa-se que a 

quantidade de publicações nos últimos anos envolvendo o uso de MIP-RAM em 

métodos de pré-tratamento de amostras é ainda reduzida.  
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Figura 2 – Número de trabalhos publicados sobre o assunto MIP-RAM nos últimos 
anos. Extraído de Web of Science utilizando as palavras-chaves 
“Molecularly Imprinted Polymer and Restricted Access”. 
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Os MIP-RAM orgânicos são obtidos por muitas técnicas de 

polimerização com utilização de diferentes monômeros funcionais, formando 

materiais com alta estabilidade química em uma ampla faixa de pH. Entretanto, 

dependendo do meio em que estes materiais entram em contato, há a possibilidade 

das cavidades seletivas criadas pela impressão molecular sofrerem deformações por 

retração ou expansão. Quando comparados aos polímeros orgânicos, os polímeros 

inorgânicos, obtidos pelo processo sol-gel, possuem a vantagem de apresentar alta 

área superficial, mas apresentam baixa estabilidade química em ampla faixa de pH. 

Alguns trabalhos, visando aliar as vantagens dos polímeros orgânicos e inorgânicos, 

relatam a síntese de polímeros híbridos com alta estabilidade química, estabilidade 

térmica, características morfológicas e texturais que favorecem o processo sortivo.16  

Apesar dos materiais híbridos apresentarem as vantagens dos polímeros orgânicos 

e inorgânicos unidos em um único material, não há relatos na literatura sobre a 

síntese e aplicação de MIP-RAM híbridos em métodos de extração.  

 

 

 

 

 



 20 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 ÁCIDO FÓLICO 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel e pertence ao grupo das 

vitaminas do complexo B, sendo também conhecido como vitamina B9, ácido 

pteroilglutâmico ou 2-amino-4-hidroxi-6-metilenoamino-benzol-L-glutâmico. Sua 

estrutura pode ser dividida em três partes: pteridina, ácido p-aminobenzóico e 

glutamato (Figura 3).17,18 

 

Figura 3 – Estrutura do ácido fólico. 
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 O ácido fólico é uma substância sintética que possui atividades 

similares à dos folatos que são encontrados naturalmente. Entretanto, apresenta as 

vantagens de ser mais estável do que os folatos e de ser mais facilmente absorvido 

pelo organismo, uma vez que o anel pteridina não se encontra reduzido atribuindo-

lhe uma maior resistência química. Por este motivo é utilizado para o enriquecimento 

de alimentos como farinhas e leites.17,18 

O folato atua como coenzima na redução e transformação de 

unidades de carbono, como também é fundamental para a divisão celular e síntese 

de nucleotídeos, purinas e pirimidinas. É extremamente importante na fase 

reprodutiva feminina, pois causa um aumento no número de eritócitos, alargamento 

do útero, e crescimento da placenta e do feto.17-19 A deficiência desta vitamina pode 

causar doenças cardiovasculares, alterações na síntese do DNA e cromossômicas, 

nascimento de crianças com defeito no tubo neural (devido à deficiência da vitamina 

no organismo da gestante), desordens neuropsiquiátricas e até mesmo alguns tipos 

de câncer.19 
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Os folatos não são sintetizados por mamíferos, deste modo sua 

obtenção é mediada por uma dieta alimentar rica em legumes e verduras. A ingestão 

de quantidades adequadas de ácido fólico antes da gestação e nos três primeiros 

meses de gravidez diminui o risco de má formação no tubo neural do feto. Mesmo 

com todas estas vantagens muitas gestantes não têm acesso a quantidades 

adequadas de ácido fólico por não possuírem uma dieta adequada, apresentarem 

dificuldades de absorção da vitamina ou até mesmo pelo modo de preparo dos 

alimentos, na qual se pode ter perda da vitamina.19,20 

Considerando o efeito benéfico do ácido fólico à saúde humana, em 

especial à formação de fetos, o governo brasileiro por meio da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) tornou obrigatória a fortificação de farinhas de trigo e 

de milho com ácido fólico, devendo cada 100 g de farinha apresentar pelo menos 

150 µg de ácido fólico de acordo com a Resolução RDC nº 15, de 21 de fevereiro de 

2000.21 

Fujimori e colaboradores realizaram um estudo de 2001 a 2003 e de 

2006 a 2008, visando avaliar o efeito que a fortificação de farinhas de trigo e milho 

proposta pela ANVISA sobre a redução de defeitos do tubo neural (DTN) de bebês 

nascidos no estado de São Paulo. Os autores observaram redução de 35% nos 

defeitos do tubo neural (DTN) dos nascidos vivos após a obrigatoriedade da política 

de prevenção, com destaque para redução de 48 e 22% para a anencefalia e 

espinha bífida, respectivamente. A encefalocele não apresentou redução 

significativa.22 

Além do Brasil outros países aderiram à recomendação de 2003 da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) de fortificar farinhas de trigo e de milho com 

ácido fólico. Conforme apresentado na Figura 4, observa-se redução significativa 

dos defeitos do tubo neural (DTN) em países que realizaram a fortificação das 

farinhas de trigo e de milho com ácido fólico. Entretanto, a comparação entre as 

porcentagens de DTN dos países foram distintos, possivelmente devido a curva 

dose-resposta do ácido fólico ser linear com um limite terapêutico. Ao analisar a 

Figura 4 verifica-se que os países que apresentaram maior e menor porcentagem de 

redução dos DTN foram a Arábia Saudita (60,0%) e a África do Sul (30,5%), 

respectivamente. Esta variação pode ser relacionada com a concentração utilizada 

para o enriquecimento das farinhas em cada país (Arabia Saudita- 16,53 g de AF em 
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1000 g de farinha e África do Sul- 1,5 mg de AF em 1000 g de farinha de trigo e 2,21 

mg de AF em 1000 g de farinha de milho).22-27 

 

Figura 4 – Representação gráfica da redução DTN (%) em alguns países. 
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2.2 MIP (POLÍMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS) 

 

Os polímeros molecularmente impressos, ou MIP, do inglês 

Molecularly Imprinted Polymers, baseiam-se no reconhecimento molecular, similar 

ao sistema enzima-substrato e antígeno-anticorpo, entretanto apresentam as 

vantagens de serem mais estáveis em uma ampla faixa de pH e serem relativamente 

baratos. Nestes sistemas as macromoléculas possuem sítios receptores seletivos 

capazes de efetuar ligação com uma molécula na presença de compostos 

similares.28,29 Os MIP são obtidos pela interação da molécula molde com o 

monômero funcional, na seqüência é realizada a polimerização e retirada da 

molécula molde. Deste modo, o polímero obtido apresentará cavidades seletivas em 

forma e tamanho para o analito de interesse, Figura 5. 
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Figura 5 – Representação de um polímero molecularmente impresso.29 

 

 

O êxito da formação dos sítios seletivos é dependente dos tipos de 

reagentes utilizados no momento da síntese. De modo geral para a síntese de 

polímeros orgânicos deve-se escolher qual será o melhor solvente porogênico, o 

monômero funcional, o agente de ligação cruzada e o iniciador radicalar.30 

O solvente porogênico eficaz é aquele capaz de solubilizar todos os 

reagentes de síntese e formar poros no material. A escolha de um solvente 

porogênico inadequado pode afetar diretamente as características texturais (área 

superficial, tamanho e volume de poros) do MIP formado, pois sorventes pouco 

porosos e com área superficial baixa acabam dificultando a transferência de massa 

do analito ao sítio seletivo. Normalmente opta-se por utilizar solventes apolares ou 

polares apróticos em casos em que a interação do monômero-template ocorre por 

ligações de hidrogênio (ex: tolueno), mas quando esta interação ocorre por forças 

hidrofóbicas procura-se utilizar solventes polares próticos (ex: metanol).30 

O monômero funcional escolhido necessita ter grupos funcionais 

capazes de interagir fortemente com a molécula molde de interesse, pois é a 

interação monômero-template a responsável pela formação dos sítios seletivos. O 

monômero funcional é o responsável pelas propriedades sortivas do polímero 

formado, logo quanto maior essa interação maior é capacidade do polímero adsorver 

seletivamente o analito frente aos constituintes de matriz. Os monômeros mais 

utilizados para o preparo de MIP explorando interações não covalentes com o 

template são: o ácido metacrílico, o ácido acrílico, a acrilamida, o 1-vinilimidazol e a 

4-vinilpiridina (Figura 6).30, 31, 32 
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Figura 6 – Estrutura (A) ácido metacrílico (B) ácido acrílico (C)acrilamida (D) 1-
vinilimidazol e (F) 4-vinilpiridina. 

 

 

  
  

(A) (B) (C) (D) (F) 

 

O agente de ligação cruzada é o responsável por estabilizar o 

complexo monômero-template e, conseqüentemente, manter a estrutura 

tridimensional do sítio seletivo formado. Além de atribuir rigidez ao polímero 

formado, as características de estabilidade térmica e mecânica também são 

controladas pelo agente de ligação cruzada. Dentre os agentes de ligação cruzada 

mais difundidos destaca-se o etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA), o trimetilolpropano 

triacrilato (TRIM) e o divinil benzeno (DVB). Na síntese de MIP para moléculas 

polares aconselha-se utilizar o EGDMA ou TRIM, pois os DVB atribui características 

muito hidrofóbicas ao material (Figura 7).30, 33 

 

Figura 7 – Estrutura (A) etilenoglicol dimetacrilato (B) trimetilolpropano triacrilato e 
(C) divinilbenzeno. 

 

  

 

(A) (B) (C) 

 

O iniciador radicalar é uma substância que apresenta capacidade de 

formar radicais na presença de calor ou radiação ultravioleta, sendo responsável por 

reagir com os grupos vinílicos dos monômeros. Os radicais monoméricos formados 

reagem entre si resultando na formação da rede polimérica.30 Os iniciadores 

radicalares mais utilizados são o 2,2’-azo-iso-butironitrila e o ácido 4,4'-azo-bis-(4-

cianopentaenóico).34 
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2.3 RAM (MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO) 

 

Meios de extração mais simples e que envolvam um menor número 

de etapas no preparo de amostras são cada vez mais desejados para tornar o 

processo mais rápido e diminuir a perda do analito. Deste modo, os métodos de 

extração direta têm sido cada vez mais estudados, pois minimizam a perda de 

amostra, tornam a extração mais rápida e minimizam os erros.13 Mediante o exposto 

tem-se destaque para os materiais de acesso restrito (RAM- Restricted Acess 

Materials) que possibilitam o preparo de amostra em apenas uma etapa. 

O uso do termo meio de acesso restrito foi introduzido em 1991 por 

Desilets e colaboradores.35 O termo designa partículas que possuem a capacidade 

de excluir ou apenas interagir superficialmente com macromoléculas, ocasionando 

pequena ou nenhuma interação entre as partículas que constituem o material e as 

macromoléculas, porém, estes materiais retém em seus poros analitos com massa 

molecular pequena. Posteriormente, a eluição do analito de interesse é efetuada e o 

eluato é injetado no sistema cromatográfico para quantificação.35-37 

Uma maneira de sintetizar um RAM eficiente na exclusão de 

macromoléculas é inserir grupos hidroxila na superfície do material, criando uma 

superfície altamente hidrofílica. Neste caso, como as superfícies do RAM e de 

macromoléculas (como as proteínas) são hidrofílicas, estas sofrem hidratação e, 

como consequência, as moléculas de água na interface RAM-macromolécula 

previnem ou diminuem a interação das macromoléculas na superfície do RAM.39 O 

interior dos poros destes RAM possui propriedades hidrofóbicas por conter grupos 

alquílicos e, portanto, permitem a retenção de analitos com baixa polaridade. A 

Figura 8 apresenta a representação esquemática de um RAM comercialmente 

disponível com propriedades hidrofílicas (Alquil Diol Sílica- ADS). Este material é 

constituído de sílica porosa modificada com grupos alcoólicos (poliglicidol) em sua 

superfície e, nos poros, os grupos hidrofóbicos.37 
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Figura 8 – Representação esquemática de um RAM do tipo ADS.37 

 

 

Recentemente, novos estudos têm reportado o preparo de RAM com 

superfície hidrofílica empregando moléculas que possuem o grupo epóxi em sua 

estrutura, tais como o glicidil metacrilato, Figura 9A, ou o (3-

glicidiloxipropil)trimetoxisilano, Figura 9B. Após o término da síntese do RAM realiza-

se a abertura do anel epóxi para obtenção de dióis, os quais atribuirão 

características hidrofílicas ao material sintetizado.36-38 

 

Figura 9 – Estrutura (A) glicidil metacrilato e (B) (3-glicidoxipropil)trimetoxisilano. 

 

  

(A) (B) 

 

Os RAM podem também ser preparados imobilizando proteínas, 

como a α1-glicoproteína ácida em suportes sólidos de C18 (Figura 10).40,41 Nestes 

materiais a exclusão das proteínas contidas na amostra pelo RAM é resultado da 

repulsão eletrostática entre as proteínas (imobilizada e na solução) mediante adoção 

adequada do pH de extração em função do ponto isoelétrico das proteínas.  
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Figura 10 – Representação esquemática de um RAM obtido por revestimento com 
α1-glicoproteína ácida.37 

 

 

2.4 MIP-RAM (POLÍMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS- MATERIAIS DE ACESSO 

RESTRITO) 

 

Mediante as características dos MIP e dos RAM algumas estratégias 

são reportadas na literatura para unir as vantagens destes materiais fazendo uso de 

duas colunas em série. No trabalho de Boos e Fleischer, foi desenvolvida uma 

metodologia para a determinação on-line de tramadol em plasma humano por CLAE. 

Nesse trabalho, uma das colunas utilizadas foi recheada com o sorvente comercial 

RAM LiChrospher ADS RP-18 (25µm, 25 x 4 mm i.d.) e a outra com o MIP orgânico 

de tramadol. O MIP foi sintetizado utilizando a molécula molde (tramadol), o 

monômero funcional ácido metacrílico (MAA), o agente de ligação cruzada 

etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e o iniciador radicalar 2,2’-azo-bis-isobutironitrila 

(AIBN). O procedimento de SPE foi acoplado on-line ao sistema cromatográfico 

conforme Figura 11. A amostra de plasma é bombeada diretamente para a coluna de 

RAM pela fase móvel, sendo o efluente, contendo as proteínas, descartado (Figura 

11A). Em seguida, por meio do acionamento da segunda válvula de injeção o 

tramadol retido no RAM é eluído em direção à coluna de MIP onde é retido 
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seletivamente (Figura 11B). Posteriormente, a dessorção do tramadol sorvido no 

MIP é feita diretamente no sistema de separação cromatográfico (Figura 11C). Ao 

utilizar o método descrito, apenas o pico do analito foi observado indicando 

satisfatória limpeza da amostra.42 

 

Figura 11 – Extração em fase sólida on-line utilizando uma coluna contendo o MIP e 
outra coluna contendo o material RAM. AA- auto amostrador; B1, B2 e 
B3- bombas; W- descarte; CC- Coluna cromatográfica; V1 e V2-válvulas 
e D- detector.42 
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Outra alternativa para unir as propriedades dos MIP e RAM baseia-

se no emprego de um único material (MIP-RAM) que reúne as propriedades de 

ambos os materiais.  Estes materiais foram combinados pela primeira vez por Sanbe 

e Haginaka em 2003, os quais sintetizaram um MIP-RAM orgânico para propranolol 

utilizando MAA (monômero funcional), EGDMA (agente de ligação cruzada) e uma 

mistura 1:1 do modificador de superfície (glicerol monometacrilato e glicerol 

dimetacrilato). Este material apresentou satisfatória exclusão de albumina sérica 

bovina e elevado coeficiente de seletividade relativo. Este polímero foi aplicado para 

separação dos enantiômeros R e S de Alprenolol em plasma de rato.43 A Figura 12 

apresenta uma representação esquemática da síntese de um MIP-RAM.38 

 

Figura 12 – Representação esquemática da síntese de um MIP-RAM.38 

 

 

 

Du e colaboradores sintetizaram um polímero orgânico MIP-RAM 

para extração de 2-metoxiestradiol em plasma de rato com quantificação por CLAE. 

Os autores utilizaram como reagentes o MAA, EGDMA e o glicidil metacrilato (GMA, 

co-monômero). Após a polimerização foi realizada a abertura do anel epóxi do GMA 

com ácido perclórico, de modo a tornar a superfície do material hidrofílica. O material 

obtido foi utilizado para determinação de 2-metoxiestradiol em plasma de rato, na 

qual foi observada melhor limpeza cromatográfica após a passagem da amostra por 

um cartucho contendo o MIP-RAM, em relação às limpezas obtidas pela passagem 

da amostra por cartuchos de C18 e NIP-RAM.14 Apesar dos MIP-RAM serem 

materiais com propriedades seletivas e de exclusão de macromoléculas com 

potencialidades analíticas já comprovadas, o emprego desses materiais e/ou a 

síntese de novos materiais tem sido pouco difundida.14,15 
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Moraes e colaboradores sintetizaram um MIP-RAM orgânico 

revestido com BSA (MIP-RAM-BSA), cujo revestimento tem a função aditiva aos 

grupos hidrofílicos presentes no material para excluir macromoléculas. A 

representação esquemática da síntese do MIP-RAM-BSA é apresentada na Figura 

13. No procedimento de síntese a molécula molde (clorpromazina) foi dissolvida em 

clorofórmio na presença do monômero funcional (ácido metacrílico). Posteriormente, 

foi adicionado ao meio o agente de ligação cruzada (etilenoglicol dimetacrilato) e o 

iniciador radicalar (2,2’-azo-iso-butironitrila). A mistura foi borbulhada com gás 

nitrogênio e submetida ao aquecimento a 60 ºC por 60 minutos em frasco fechado. 

Na sequência, foram adicionados ao meio os co-monômeros hidrofílicos glicerol 

dimetacrilato e o hidroximetil metacrilato, e submetidos à polimerização à 60ºC por 

24 horas. Após a síntese o material obtido (MIP-RAM) foi acondicionado em 

cartucho de SPE e lavado com 60 mL de metanol: ácido acético 4:1 (v/v), 30 mL de 

metanol e finalmente com 60 mL de metanol:tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 4,1 

(80:20, v/v) para remoção da molécula molde. Para imobilização da BSA na 

superfície do MIP-RAM uma solução de BSA 1% (m/v) tamponada com tampão 

fosfato 50,0 mmol L-1 pH 6,0 foi percolada através do cartucho contendo 1,0 g de 

MIP-RAM. Posteriormente, percolou-se uma solução de glutaraldeído 25% (m/v) e 

após 5 horas percolou-se uma solução de borohidreto de sódio 1% (m/v). Os autores 

realizaram o mesmo procedimento de síntese sem a presença na molécula molde 

(NIP-RAM-BSA). A fim de avaliar a capacidade máxima de adsorção do MIP-RAM-

BSA e do NIP-RAM-BSA foram construídas isoterma de adsorção. Observou-se que 

o polímero com impressão química apresenta capacidade máxima de adsorção para  

clorpromazina 3,8 vezes maior quando comparado com o material sem impressão 

química. O MIP-RAM-BSA apresentou satisfatória capacidade de eliminação de 

macromoléculas de 99%, sendo utilizado para a determinação de clorpromazina em 

duas amostras de plasma humano.44 
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Figura 13 – Representação esquemática do processo de síntese do MIP-RAM-
BSA.44 

 

 

 

2.5 MÉTODOS DE POLIMERIZAÇÃO 

 

A síntese de polímeros orgânicos pode ocorrer por vários métodos: 

meio homogêneo (conhecido como bulk), suspensão e precipitação. A metodologia 

utilizada para a obtenção dos polímeros é o que rege as características do mesmo. 

Dentre as metodologias citadas o método mais utilizado é o de polimerização em 

bulk (Figura 14), que consiste na reação em meio homogêneo entre o monômero 

funcional, a molécula molde, o solvente porogênico, o agente de ligação cruzada e o 

iniciador radicalar. A polimerização é realizada em atmosfera inerte com 

aquecimento ou na presença de radiação ultravioleta.  O material obtido é rígido 

exigindo trituração e separação em diferentes tamanhos de partículas. A grande 

vantagem deste método de polimerização é a simplicidade, pois o parâmetro mais 

importante na síntese é a presença elevada do agente de reticulação, conforme já 

mencionado, para garantir a obtenção de partículas grandes e rígidas, quando 

comparado com os métodos de polimerização por precipitação e suspensão. Apesar 
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de ser um método simples de polimerização o material obtido é rígido 

mecanicamente e necessita de trituração. A trituração do material forma partículas 

irregulares que podem apresentar perda de mais de 50% dos sítios seletivos criados 

pela impressão molecular. 11,45  

 

Figura 14 – Representação esquemática do método de polimerização em bulk. 

 

 

A polimerização por precipitação é semelhante ao método bulk. 

Entretanto, faz uso de um grande volume de solvente para impedir a formação de 

material rígido que ocupe todo o espaço do frasco reacional e forma partículas 

esféricas regulares. A grande vantagem da utilização desta metodologia para a 

obtenção de um polímero molecularmente impresso consiste em não ser necessária 

a trituração do material obtido, o que não ocasiona a perda de sítios seletivos.11,42 

A polimerização por suspensão é realizada pela solubilização do 

monômero funcional, molécula molde, agente de ligação cruzada e o iniciador 

radicalar em um solvente orgânico apolar. Nesta solução é adicionado um agente 

estabilizador, como álcool poli(vinílico), solubilizado em água. O meio heterogêneo 

formado é agitado mecanicamente ocorrendo formação de gotas dispersas 

(contendo os reagentes de síntese) na fase imiscível. Em seguida o frasco reacional 

é submetido ao aquecimento ou radiação ultravioleta. Dentro das gotas formadas 

ocorre a polimerização e após término da síntese obtêm-se partículas poliméricas 

esféricas (Figura 15).11 

 

Figura 15- Representação esquemática do método de polimerização por suspensão. 
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A Figura 16 apresenta os aspectos morfológicos de polímeros 

obtidos por bulk, precipitação e suspensão, onde se observa que as características 

morfológicas são altamente influenciadas pelo método de polimerização utilizado.46  

 

Figura 16 – Micrografias eletrônicas de varredura dos métodos de polimerização (A) 
em bulk, (B) por precipitação e (C) suspensão.46 

 

 

2.6 PROCESSO SOL-GEL 

 

O processo sol-gel consiste em um processo químico utilizado para 

a síntese de materiais inorgânicos, na qual ocorre a transição do estado sol para o 

estado gel. O estado sol consiste em partículas com tamanho variando entre 1-100 

nm que se encontram dispersas em um fluido. O estado gel é definido pela formação 

de uma estrutura rígida de partículas coloidais que imobilizam em seu interior a fase 

líquida do sistema.47,48 

A síntese pelo processo sol-gel necessita de basicamente quatro 

componentes: um precursor inorgânico (alcóxido metálico ou um sal), um solvente, 

água e um catalisador (ácido ou básico). Os alcóxidos metálicos possuem, de modo 

geral, a fórmula M(OR)x na qual M representa o metal, R o grupo alquila e x o estado 

de oxidação do metal. Dentre os alcóxidos mais utilizados no processo sol-gel tem-

se destaque para os alcóxidos de silício, alumínio, titânio e de zircônio.49,50 

Os alcóxidos metálicos são solubilizados em um solvente 

(geralmente um álcool) e, posteriormente, adiciona-se água ao meio para realizar a 

hidrólise do alcóxido metálico, pois a água atua como nucleófilo uma vez que a 

hidrólise ocorre via substituição nucleofílica bimolecular. Na hidrólise ocorre a 

formação de grupos silanóis reativos.51,52 

 

M(OR)x + nH2O                            M(OR)x-n(OH)n  + nROH 

(A) (B) (C) 
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Após a hidrólise ocorre a condensação dos grupos silanóis, que 

consiste na formação de ligações entre os grupos silanóis com a liberação de água. 

Devido à ocorrência da condensação com os grupos hidrolisados na primeira etapa 

há a formação de cadeias cada vez maiores formando polímeros. Vale salientar que 

as reações de condensação começam antes que as reações de hidrólise 

cessem.51,52 

≡M-OH + ≡M-OH                     ≡ M-O-M ≡   + H2O 

                                  ou 

≡M-OH + ≡M-OR                     ≡ M-O-M ≡   + ROH 

 

As características dos polímeros sintetizados por sol-gel são 

definidas de acordo com o tipo de catálise utilizada para a obtenção do mesmo. 

Quando o catalisador utilizado é ácido o polímero obtido é linear e com pequena 

porosidade. Entretanto, quando a catálise é realizada em meio alcalino obtém-se um 

polímero tridimensional e com alta porosidade.53 

O processo sol-gel tem-se mostrado um método de síntese atraente, 

pois é um método relativamente simples, necessita de condições brandas de 

temperatura de síntese e a natureza dos polímeros sintetizados pode ser controlada 

pela variação na natureza e composição dos reagentes de síntese.13, 54 

 

2.7 POLÍMEROS HÍBRIDOS ORGÂNICOS-INORGÂNICOS 

 

Polímeros híbridos orgânicos-inorgânicos são definidos como 

materiais constituídos por dispersão em nível molecular de um óxido (geralmente de 

silício) e um polímero orgânico.55 Os polímeros híbridos, obtidos pelo processo sol-

gel, são classificados a partir da combinação entre as frações orgânicas e 

inorgânicas presentes no material como: incorporação física dos constituintes de 

cada fração, existência de ligações químicas entre as frações e pela combinação 

das duas primeiras.56 

A incorporação física consiste na formação de ligações de 

hidrogênio, interação de Van der Waals ou interações iônicas entre as frações. A 

síntese de um material com estas características ocorre de três modos: 
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 Imobilização de compostos orgânicos na matriz inorgânica 

(catalisadores, corantes, entre outros). Os reagentes orgânicos são adicionados 

ao processo sol-gel e ficam confinados nos interstícios do material final.56 

 Monômeros orgânicos, que preenchem os poros da matriz 

inorgânica. Realiza-se a polimerização por aquecimento ou radiação ultravioleta 

para formar um material com entrelaçamento entre a fração orgânica e 

inorgânica.56 

 Polimerização da matriz orgânica e inorgânica 

concomitantemente. Neste caso, os precursores inorgânicos e monômeros 

orgânicos são polimerizados simultaneamente sem a formação de ligações 

química entre as frações.56 

Um polímero híbrido com ligações químicas entre a fração orgânica 

e inorgânica é obtido, por sua vez, quando são utilizados compostos na síntese que 

possuem capacidade de promover reações de hidrólise e condensação (processo 

sol-gel), bem como reações radicalares (polimerização da fração orgânica), 

ocasionando ligações covalentes entre as diferentes matrizes. Reagentes com esta 

capacidade são conhecidos como agentes de acoplamento, pois possuem a função 

de acoplar as duas frações orgânica-inorgânica dos precursores funcionais.56 

O vinitrilmetoxisilano e o 3-(trimetoxisilil)propiltrimetoxisilano, (Figura 

17), são agentes de acoplamento amplamente difundidos. O grupo vinílico presente 

nestes reagentes apresenta a capacidade de formar radicais que se unem a matriz 

orgânica do polímero híbrido. A união da matriz inorgânica ocorre pela hidrólise e 

condensação do grupamento alcóxido.56 

 

Figura 17 – Estrutura (A) 3-(trimetoxisilil)propiltrimetoxisilano e (B) 
viniltrimetoxisilano. 

 

  

(A) (B) 
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3 OBJETIVOS  

 

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar um 

novo polímero híbrido MIP-RAM para ácido fólico, visando à aplicação do mesmo 

como sorvente em SPE para realização do clean-up de amostras de leite, assim 

como a quantificação do ácido fólico presente nessas amostras. Além de não existir 

relatos do emprego de MIP-RAM para extração de ácido fólico em leite, o ineditismo 

do presente trabalho também se refere à síntese de um material híbrido. Nestes 

materiais a combinação da fração orgânica monomérica com a fração inorgânica 

(SiO2) pode resultar em materiais com maior estabilidade química, melhores 

propriedades texturais e morfológicas, além de aumentar a hidrofilicidade do material 

e reduzir a deposição de macromoléculas em sua superfície. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1 EQUIPAMENTOS 

 

Um Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Shimadzu LC-20AD/T 

LPGE KIT com detector de arranjo de diodos (Tokyo, Japan) equipado com uma 

coluna cromatográfica C18 (Shimadzu®, 250 mm x 4,6 mm e tamanho de partícula de 

5 μm), protegida por uma coluna de guarda (Phenomenex®, 4,0 mm x 3,0 mm e 

tamanho de partículas de 5 μm) e com volume de injeção de 20 µL foi utilizado para 

realizar as análises cromatográficas. A fase móvel foi constituída por acetonitrila (A) 

e tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 2,8 (B), cuja separação ocorreu no modo 

gradiente, iniciando com a proporção de 15% de A e 85% de B, chegando a 8,5 

minutos com 24% de A e 76% de B, permanecendo até o término da corrida. Um 

espectrômetro de infravermelho por transformada de Fourier modelo Shimadzu FT-

IR 8300 operando no modo de transmissão entre 4000 cm-1 e 400 cm-1 foi usado 

para elucidar os grupos funcionais presentes nos polímeros através da utilização de 

pastilhas de KBr, previamente seco a 100 oC.  As medidas de pH foram realizadas 

utilizando um pHmetro Metrohm® 827 pH lab.  O espectrofotômetro UV-VIS 

PerkinElmer® Lambda 25 (Massachusetts, USA) foi utilizado para realização das 

medidas nas regiões do ultravioleta-visível. As análises termogravimétricas foram 

realizadas pelo aquecimento de aproximadamente 15,0 mg do polímero e seus 

intermediários de síntese de 30 ºC à 900 ºC a uma taxa de aquecimento de 10 ºC 

min-1 em atmosfera de nitrogênio utilizando o equipamento PerkinElmer® TGA 4000 

(Massachusetts, USA). As características morfológicas do polímero foram avaliadas 

por um microscópio eletrônico de varredura JEOL® JSM 300-LV (Tóquio, Japão), 

sendo que o polímero foi previamente revestido com uma fina camada de ouro, 

usando o equipamento Bal-Tec® MED 020. As análises de microscopia eletrônica de 

transmissão foram realizadas utilizando um microscópio JEOL® JEM-1400 com 

voltagem de aceleração de 120 kV, as amostras previamente preparadas por 

dispersão em etanol com sonicação por 20 minutos, posteriormente a suspensão 

obtida foi gotejada em grades de cobre e secas em dessecador. O estudo das 

constantes termodinâmicas foi realizado utilizando um banho termostático Marconi® 

MA-184 com temperaturas que foram variadas de 303,15 a 353,15 K. As análises de 

área de superfície, tamanho e volume de poros foram realizadas a partir do 
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aquecimento das amostras a 85 ºC por 5 horas sob vácuo e submetidas à sorção de 

nitrogênio utilizando o equipamento Quantachrome® Nova 1200e, aos dados obtidos 

foram aplicados o modelo de BET (Brunauer, Emmett, Teller) para determinação da 

área de superfície e o modelo de BJH (Barrett, Joyner, Halenda) para determinação 

do volume e tamanho de poros presentes nos materiais. 

 

4.2 MATERIAIS E SOLUÇÕES 

 

Os reagentes empregados na síntese dos polímeros: monômero ácido metacrílico 

(MAA), reagente de ligação cruzada trimetilolpropano triacrilato (TRIM), iniciador 

radicalar 2,2’-azobis-iso-butironitrila (AIBN), precursor inorgânico tetraetoxisilano 

(TEOS), (3-glicidiloxipropil)trimetoxisilano (GTMS), agente de acoplamento 

viniltrimetoxisilano (VTMS) e  ácido fólico (AF) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® 

(Steinheim, Alemanha). Os solventes e ácidos (ácido acético, ácido clorídrico, 

acetonitrila, metanol e etanol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® e usados sem 

purificação prévia.  O hidróxido de potássio e o ácido tricloroacético (ATCA) foram 

adquiridos da Vetec® (São Paulo, Brasil). Todas as soluções foram preparadas com 

água purificada pelo sistema Milli-Q® (Bedford, USA). A cafeína, o ácido úrico, o 

paracetamol e a 4-aminobenzamida utilizados no estudo de seletividade do polímero 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha). 

 

4.3 SÍNTESE DO POLÍMERO 

 

O método de polimerização utilizado para a síntese dos materiais foi 

o de precipitação, uma vez que este fornece partículas esféricas regulares, que não 

necessitam de trituração. O ácido fólico se mostrou insolúvel em solventes 

orgânicos, podendo ser solubilizado apenas em meio ácido ou alcalino. Deste modo, 

optou-se por realizar a síntese em meio ácido, uma vez que o ácido fólico e o ácido 

metacrílico (monômero) se encontram protonados nesta condição, o que favorece a 

formação de ligações de hidrogênio entre o template e o monômero funcional. Cabe 

salientar que o ácido metacrílico foi escolhido como monômero funcional devido a 

sua solubilidade em meio ácido, o que não acontece com a 4-vinilpiridina e com o 1-

vinilimidazol. A acetonitrila foi escolhida como solvente porogênico por apresentar 

características atraentes para a síntese de polímeros molecularmente impressos 
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como: miscibilidade em solução aquosa, por apresentar um ponto de ebulição 

intermediário e por possuir uma polaridade intermediária.  

Para a síntese do polímero 2 mmol de ácido fólico (0,8828g) foram 

solubilizados em 100 mL de HCl 3 mol L-1 e agitados por 30 minutos. Em seguida, à 

mistura foram adicionados 310 mL de acetonitrila e 12 mmol de MAA (1,03 mL) e 

submetida à agitação por mais 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 24 mmol 

de TRIM (7,112 g), 2,94 mmol de VTMS (0,436 g) e 600,0 mg de AIBN. Após, gás 

nitrogênio foi borbulhado na solução por 5 minutos e em seguida o frasco foi 

fechado. A mistura foi polimerizada a 60 °C por 24 horas em banho de óleo. O 

polímero obtido foi filtrado sob vácuo e seco em estufa por 24 horas a 60 ºC, este 

material foi denominado poli(MAA). Na etapa seguinte, 10,054 g do polímero 

orgânico obtido foram ressuspensos em 300 mL de etanol com agitação mecânica e, 

na sequencia, foram adicionados 52 mmol de TEOS, 48 mmol de GTMS e 26 mL de 

NaOH 1 mol L-1. A mistura foi polimerizada por 24 horas a temperatura ambiente sob 

agitação. Após este tempo o material obtido foi filtrado sob vácuo e seco em estufa 

por 48 horas a 60 ºC, este material foi denominado poli(MAA)-SiO2 1.57,58 A 

quantidade de material obtida ao final deste processo foi de 10,583 g de poli(MAA)- 

SiO2 1. Para a abertura do anel epóxi 10,000 g do poli(MAA)-SiO2 1 foram 

misturados com 500 mL de HCl 0,18 mol L-1, a qual permaneceu sob agitação à 

60ºC em banho de óleo por 36 horas, sendo posteriormente filtrado sob vácuo e 

seco em estufa a 60 ºC, este material foi denominado poli(MAA)-SiO2 2.14 A extração 

da molécula molde foi realizada com metanol:ácido acético (90:10, v/v) utilizando o 

sistema Soxhlet, este material foi denominado MIP-RAM. A mesma metodologia de 

síntese empregada para o MIP-RAM foi utilizada para o MIP, exceto pelo uso do 

GTMS. O material NIP-RAM também foi preparado e, neste caso, não foi utilizado na 

síntese o ácido fólico. O polímero orgânico do NIP-RAM (primeira etapa de síntese) 

foi denominado como poli(MAA) não impresso. A Figura 18 mostra representação 

estrutural do polímero MIP-RAM sintetizado. 
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Figura 18 – Representação estrutural do MIP-RAM sintetizado. 
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4.4 OTIMIZAÇÃO DE pH 

 

A influência do pH na sorção do ácido fólico no MIP-RAM foi 

realizada utilizando o método em batelada. Foram agitados por 60 minutos 50,0 mg 

do MIP-RAM com 40 mL de solução de ácido fólico 10 mg L-1, em diferentes valores 

de pH (1,5; 4,4; 5,4; 6,4; 7,4; 8,4; 9,4 e 10,4). Os tampões utilizados na 

concentração de 0,01 mol L-1 foram: solução de KCl/HCl (pseudo tampão para o pH 

1,5), tampão acetato (pH 4,4 e 5,4), tampão fosfato (pH 6,4 e 7,4) e tampão 

amoniacal (pH 8,4; 9,4 e 10,4). Após a agitação a mistura foi centrifugada com 

posterior filtração do sobrenadante em membrana de Nylon® 0,45 μm e analisada 

por espectrofotometria UV-VIS no comprimento de onda de 281 nm. 
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4.5 CINÉTICA DE SORÇÃO 

 

Os estudos relativos à influência do tempo de contato do ácido fólico 

com os sorventes MIP-RAM, NIP-RAM e MIP sobre o perfil sortivo foram realizados 

em batelada. Cerca de 50,0 mg do polímero foram agitados mecanicamente com 40 

mL de solução de ácido fólico 10 mg L-1 em meio de KCl/HCl 0,01 mol L-1 pH 1,5. 

Neste estudo os tempos de agitação estudados foram: 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 

90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360, 390, 420, 450, 480, 600 e 720 

minutos. Posteriormente, realizou-se a centrifugação, filtração do sobrenadante em 

membrana de Nylon® 0,45 µm e análise por UV-Vis no comprimento de onda de 281 

nm. A fim de investigar os mecanismos relativos à sorção do ácido fólico no MIP-

RAM foram aplicados aos dados obtidos os seguintes modelos de cinética de 

sorção: pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem, Elovich e difusão 

intrapartícula. 

O modelo de pseudo primeira ordem é descrito pela equação de 

Lagergren (Equação 1), onde k1 é a constante de pseudo primeira ordem (min-1) e, 

Qt e Qe referem-se às quantidades de sorbato adsorvido no tempo t e no tempo de 

equilíbrio, respectivamente. Este modelo assume que a velocidade de sorção é 

proporcional ao número de sítios ativos energicamente homogêneos presentes no 

sorvente e a diferença da concentração de saturação.59 

 

Equação 1 𝑙𝑜𝑔 (𝑄𝑒 − 𝑄𝑡) = 𝑙𝑜𝑔𝑄𝑒 −
𝑘1

2,303
𝑡 

 

O modelo cinético de pseudo-segunda ordem é descrito pela 

Equação 2, onde k2 é a constante de pseudo-segunda ordem (g mg-1 min-1). O 

modelo de pseudo-segunda ordem admite que a taxa de ocupação dos sítios seja 

proporcional ao quadrado do número de sítios desocupados, admitindo também a 

existência de sítios com energias diferentes de sorção.60,61 

Equação 2 
𝑡

𝑄𝑡
=

1

𝑘2𝑄𝑒
2 +

1

𝑄𝑒
𝑡 
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O modelo de Elovich é descrito pela Equação 3, onde α é a taxa de 

sorção inicial (mg g-1 min-1) e β a constante relacionada com a extensão da 

superfície de cobertura e a energia de ativação (g mg-1). O modelo de Elovich prevê 

uma superfície heterogênea no material com energias de ativação diferentes.62, 63 

 

Equação 3 Qt =  
1

β
ln(αβ) +

1

β
lnt 

O modelo de difusão intrapartícula é descrito pela Equação 4, onde 

kid é o coeficiente de difusão intrapartícula (mg g-1 min-0,5) e C a espessura da 

camada limite na superfície do sorvente (mg g-1). O modelo de difusão intrapartícula 

pode apresentar até três inclinações. A primeira inclinação é relacionada com a 

difusão do analito da solução para a superfície externa do material. A segunda 

inclinação é relacionada com a sorção gradual no interior do material, conhecida 

como difusão intrapartícula. A terceira inclinação consiste na etapa, na qual o 

equilíbrio de sorção é atingido.64-67 

Equação 4 Qt = kid t0,5 + C 

 

4.6 CONSTANTES TERMODINÂMICAS 

 

O estudo termodinâmico do processo de sorção do ácido fólico no 

MIP-RAM foi realizado através da agitação mecânica de 50,0 mg do MIP-RAM com 

40 mL de uma solução de AF 10 mg L-1 por 390 minutos em temperaturas que 

variaram de 303,15 à 353,15 K utilizando um banho termostático. Posteriormente, a 

mistura foi filtrada em filtro de seringa de Nylon® 0,45 µm e analisadas por UV-Vis no 

comprimento de onda de 281 nm.68 

As constantes termodinâmicas foram calculadas a partir da Equação 

5, onde a constante de distribuição (Kd) pode ser definida como a razão entre a 

quantidade adsorvida (mg g-1) e a concentração do sobrenadante (mg L-1), R 

representa a constante universal dos gases (R= 8,314 J mol-1 K-1), ΔH a entalpia do 

sistema (ΔH) e  ΔS a entropia do sistema.68,69 
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Equação 5 ln Kd = -
ΔHo

R
(

1

T
) +

ΔSo

R
 

 

A energia livre de Gibbs (ΔGo) do sistema foi calculada a partir da 

Equação 6. 

Equação 6 𝛥𝐺𝑜 = 𝛥𝐻𝑜 − 𝑇𝛥𝑆𝑜 

 

4.7 PARÂMETROS DE SELETIVIDADE  

 

Para o estudo de seletividade foram pesados 50,0 mg do MIP-RAM 

os quais foram agitados por 390 minutos com 40 mL de uma solução binária de 

ácido fólico e concomitantes, ambos na concentração de 10 mg L-1. Os 

concomitantes estudados foram: cafeína (CAF), ácido úrico (AU), paracetamol (PAR) 

e a 4-aminobenzamida (AB), as quais possuem estruturas semelhantes aos 

fragmentos da molécula de ácido fólico. Após a agitação as soluções foram 

centrifugadas, filtradas em membrana de Nylon® 0,45 µm e analisadas em um 

espectrofotômetro UV-Vis. Os comprimentos de onda utilizados foram: 272 (CAF), 

283 (AU), 243 (PAR), 221 (AB) e 281 (AF) nm, com posterior deconvolução dos 

espectros obtidos. Os coeficientes de distribuição (Kd), de seletividade (k) e de 

seletividade relativo (k’) foram calculados de acordo com as equações 7, 8, 9 e 10.60 

 

E

Equação 7 
𝐾𝑑 =  

(𝐶𝑖 − 𝐶𝑓)

𝐶𝑓
𝑥

𝑉 (𝑚𝐿)

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 (𝑔)
 

E

Equação 8 
𝑘𝑖𝑚𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑜 =

𝐾𝑑 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝐾𝑑 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
 

E

Equação 9 
𝑘𝑛ã𝑜 𝑖𝑚𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑜 =

𝐾𝑑 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝐾𝑑 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
 

E

Equação 10 
𝑘′𝑖𝑚𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑜 =

𝑘𝑖𝑚𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑜

𝑘𝑛ã𝑜 𝑖𝑚𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑜
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Em que Ci é a concentração inicial do AF e dos concomitantes (mg 

L-1)  da solução e Cf (mg L-1) a concentração do AF e dos concomitantes no 

sobrenadante. 

 

4.8 ESTUDO DE SORÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

O estudo de sorção de proteínas no material foi realizado pela 

percolação de 2 mL de uma solução de albumina sérica bovina (BSA) 1,2 g L-1 em 

pH 1,5 com vazão de 0,5 mL min-1, por um cartucho contendo 100,0 mg do MIP-

RAM e outro cartucho com 100 mg do MIP.40 Posteriormente, realizou-se a análise 

do efluente do cartucho por UV-Vis no comprimento de onda de 277 nm.38 A 

porcentagem de exclusão foi calculada pela razão entre a absorbância do efluente 

do cartucho e a absorbância da solução inicial, o resultado obtido foi multiplicado por 

100%. Após a percolação de BSA pelos cartuchos, foi empregada uma solução de 

NaCl 1,0 mol L-1 para remoção da BSA remanescente no cartucho. 

 

4.9 EFEITO SWELLING 

 

O estudo do efeito swelling foi realizado com o intuito de avaliar a 

hidrofilicidade do MIP-RAM, NIP-RAM e MIP, por meio da absorção de água. Para 

este experimento 100,0 mg de cada material foram agitados com 10 mL de água 

ultra-pura por 24 horas, posteriormente os materiais foram filtrados em membranas 

de Nylon®  sob  vácuo e pesados em balança analítica. As massas iniciais e finais 

dos materiais foram utilizadas para calcular o teor de água de equilíbrio (TAE) 

determinado pela Equação 11.70  

Equação 11 𝑇𝐴𝐸 (%) =
(𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 ú𝑚𝑖𝑑𝑎−𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎)

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎
𝑥 100 

 

4.10 OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO DO ÁCIDO FÓLICO NA MATRIZ ALIMENTÍCIA 

 

A quantificação de ácido fólico em matrizes alimentícias por CLAE 

requer que uma etapa prévia de extração seja realizada para viabilizar a análise. 
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Neste processo de extração usualmente são empregados solventes orgânicos e/ou 

ácidos com o intuito de precipitar as proteínas da matriz.70-72 

Apesar dos MIP-RAM serem idealizados como materiais sorventes 

eficientes para utilização em amostras complexas sem requerer qualquer tratamento 

prévio, no presente trabalho fez-se necessário realizar uma etapa prévia de extração 

do ácido fólico para posterior emprego do material sorvente. Este procedimento 

prévio de extração ocorre em meio ácido promovendo a precipitação das proteínas 

do leite. No entanto, é oportuno mencionar que mesmo com a precipitação das 

proteínas o emprego do MIP-RAM foi necessário para obtenção de cromatogramas 

mais limpos, caracterizando a eficiência dos MIP-RAM no clean-up da amostra. 

Para o preparo da amostra 2,50 g de leite em pó foram enriquecidos 

com uma solução de ácido fólico, de modo que a concentração final fosse de 2,0 mg 

L-1. Posteriormente adicionou-se 10 mL de água para a solubilização do leite em pó. 

A fim de verificar qual seria a melhor metodologia para a extração do ácido fólico nas 

amostras foram utilizadas quatro diferentes metodologias. 

 Metodologia 1- Saponificação dos ácidos graxos presentes na 

amostra com 7,5 mL de uma solução de KOH 0,1 mol L-1 e sonicação por 10 

minutos com posterior adição de ácido tricloroacético 10% (m/v) até pH 1,5. A 

mistura obtida foi transferida para um balão volumétrico de 25 mL e aferida com 

água ultra-pura, a qual foi centrifugada por 10 minutos a 1600 rpm. A partir do 

sobrenadante obtido 5 mL foram filtrados em filtro de seringa de Nylon® 0,45 µm, 

evaporados até a secura à 60 ºC, recuperados na fase móvel e injetados no 

sistema cromatográfico. 

 Metodologia 2- Esta metodologia consistiu em realizar o 

mesmo procedimento da metodologia 1, exceto pela substituição do ácido 

tricloroacético por  HCl 0,5 mol L-1. 

 Metodologia 3- A execução desta metodologia foi realizada 

conforme a metodologia 1 porém, sem a etapa de saponificação  com adição de 

KOH 0,1 mol L-1, o qual foi substituído 7,5 mL de água.  

 Metodologia 4- A execução desta metodologia foi realizada 

conforme a metodologia 2 porém, sem a etapa de saponificação  com adição de 

KOH 0,1 mol L-1, o qual foi substituído 7,5 mL de água.  
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4.11 EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA EMPREGANDO MIP-RAM 

 

Inicialmente, um cartucho de SPE foi recheado com 100,0 mg de 

MIP-RAM. Para avaliar o procedimento de extração em fase sólida foram estudadas 

quatro etapas: 

 1ª etapa- condicionamento do sorvente com 10 mL de água 

ultrapura. 

 2ª etapa- percolação de 10 mL de extrato da amostra pelo 

cartucho para retenção do analito e concomitantes. 

 3ª etapa- lavagem do cartucho com 10 mL de solvente para 

remoção dos interferentes. Nesta etapa foram testados os 

seguintes solventes d 

  

 e lavagem: acetona, diclorometano, clorofórmio, hexano, 

acetona:diclorometano (1:1, v/v), diclorometano:etanol (1:1, v/v) e 

ácido acético 0,1 mol L-1. Além destes experimentos, o 

procedimento de extração em fase sólida foi executado sem a 

etapa de lavagem.  

 4ª etapa- eluição do analito com 10 mL de solvente. Os solventes 

estudados para a eluição do cartucho foram: etanol, isopropanol, 

acetato de etila, fase móvel (acetonitrila:tampão acetato 0,266 mol 

L-1 pH 2,8, 15:85, v/v) e a fase móvel em pH 5,7 

(acetonitrila:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 5,7, 15:85, v/v). Os 

volumes estudados para eluição do analito do cartucho foram: 3 

mL, 2 mL, 1 mL e 0,5 mL. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS MATERIAIS POR ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DO 

INFRAVERMELHO E ANÁLISE TERMOGRAVIMÉTRICA  

 

O MIP-RAM e os polímeros obtidos em cada etapa de síntese foram 

caracterizados por espectroscopia na região do infravermelho para verificar a 

presença de grupos funcionais (Figura 19) e por análise termogravimétrica para 

monitorar mudanças de estabilidade térmica (Figura 21). 

 Em todos os espectros de FT-IR verificou-se a presença de uma 

banda larga e intensa em 3460 cm-1 referente ao estiramento da ligação O-H, 

presente no AF e/ou MAA. As bandas em 2968 e 1465 cm-1 são atribuídas ao 

estiramento assimétrico do CH3 presente no TRIM e no VTMS. A banda em 1729 

cm-1 é atribuída ao estiramento C=O do AF, do MAA e do TRIM. Em 1634 cm-1 

observa-se o estiramento C=C residual presente no MAA e TRIM. O sinal em 1388 

cm-1 é atribuído à deformação angular fora do plano das metilas (umbrella), 

presentes no TRIM e VTMS. A banda em 1265 cm-1 refere-se ao estiramento COOH 

presente no AF e MAA. A absorção em 1161 cm-1 refere-se ao estiramento O-C(O)-

C presente no MAA e AF. As únicas bandas que apresentaram diferenças entre os 

polímeros obtidos em cada etapa de síntese e o MIP-RAM foram: 1564, 1062 e 466 

cm-1. Em 1564 cm-1 observa-se a deformação angular da ligação N-H da amina 

primária presente no AF, a qual foi observada apenas no poli(MAA)-SiO2 1, o que 

pode ser explicado pelo fato da amina neste intermediário não estar carregada 

positivamente como nos outros polímeros.73  As bandas em 1062 e 466 cm-1 são 

referentes aos estiramentos Si-O-Si, o que comprova a hidrólise e condensação da 

fração inorgânica. Devido ao não aparecimento das ultimas duas bandas citadas no 

polímero orgânico é possível afirmar que a polimerização da fração inorgânica de 

fato ocorreu.16,74 O NIP-RAM e o MIP também foram caracterizados por FT-IR, 

conforme Figura 20, e seus espectros se apresentam similares quando comparados 

com o do MIP-RAM. 
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Figura 19 – Espectros de FT-IR do MIP-RAM e dos polímeros obtidos em cada 
etapa de síntese. 
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Figura 20 – Espectros de FT-IR do MIP-RAM, NIP-RAM e MIP. 
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Pela análise termogravimétrica também foi possível comprovar a 

polimerização da matriz de sílica (Figura 21), devido ao menor rendimento cerâmico 

que o poli(MAA) apresentou em relação aos materiais poli(MAA)-SiO2 1, poli(MAA)-
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SiO2 2 e ao MIP-RAM. O MIP-RAM apresentou menor estabilidade térmica quando 

comparado com os polímeros obtidos nas etapas de síntese, de acordo com os 

valores de temperatura de onset (Tonset é o ponto de intersecção da linha de base 

extrapolada com a tangente da inclinação da curva), demonstrados na Tabela 1. A 

menor estabilidade térmica do MIP-RAM pode estar relacionada com a ausência do 

ácido fólico na estrutura do material, este quando presente forma complexos 

estáveis com o monômero funcional dificultando a degradação dos segmentos de 

cadeia.   

 

Figura 21 – Curvas termogravimétricas do MIP-RAM e dos polímeros obtidos em 
cada etapa de síntese.  
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Tabela 1 – Valores de Tonset  para o MIP-RAM e os polímeros obtidos em cada etapa 
de síntese. 

Polímero Tonset (°C) 

Poli(MAA) 334,66 

Poli(MAA)-SiO2 1 348,66 

Poli(MAA)-SiO2 2 336,29 

MIP-RAM 317,39 

 

Nas curvas termogravimétricas derivadas para MIP-RAM e para os 

polímeros obtidos em cada etapa de síntese (Figura 22), observa-se a presença de 
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um evento com maior velocidade de perda de massa em aproximadamente 55 ºC. 

Este evento é referente à água fisicamente adsorvida nos materiais, apresentando 

perda de massa de: 10,34%, 10,08%, 10,07% e 2,66% para o poli(MAA), poli(MAA)-

SiO2 1, poli(MAA)-SiO2 2 e MIP-RAM, respectivamente.16  

 

Figura 22 – Curvas termogravimétricas derivadas para o MIP-RAM e os polímeros 
obtidos em cada etapa de síntese. 
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O poli(MAA) apresenta um evento na temperatura de 203,46 ºC com 

perda de massa sutil de 3,90% atribuída a desidratação do monômero funcional 

MAA. O terceiro evento deste material é atribuído à decomposição do MAA e do 

TRIM, com perda de massa de 79,69% e com maior velocidade de perda de massa 

em 449,54 ºC.16 O poli(MAA)-SiO2 1 apresentou um evento em 410,71 ºC com perda 

de massa de 69,16%, podendo ser associada a degradação do MAA, do TRIM, do 

VTMS  e do GTMS.  

O poli(MAA)-SiO2 2 e o MIP-RAM apresentaram curvas 

termogravimétricas muito similares apresentando um segundo evento em 379,48 ºC 

e 356,86 ºC com perdas de massa de 23,99% e 26,95%, respectivamente. Estas 

perdas podem ser atribuídas à degradação do GTMS.75,76 O terceiro evento, 

referente à perda de MAA, do VTMS e do TRIM presente nesses materiais ocorreu 
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com maior velocidade de perda de massa em 480 ºC com perda de 50,77% para 

poli(MAA)-SiO2 2 e 55,08% para o MIP-RAM.  

As curvas termogravimétrica obtidas para o MIP-RAM, NIP-RAM e 

MIP apresentam Tonset de 317,39, 311,21 e 351,93 oC (Figura 23). 

 

Figura 23 – Curvas termogravimétricas do MIP-RAM, NIP-RAM e MIP. 
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Nas curvas termogravimétricas derivadas do MIP-RAM e NIP-RAM 

foram observados três eventos (Figura 24). O primeiro evento ocorreu com maior 

velocidade de perda de massa em aproximadamente 51 °C, e refere-se à água 

adsorvida nos materiais representando perdas de massa de 2,65 e 5,48%, 

respectivamente para MIP-RAM e NIP-RAM. O segundo evento referente à 

degradação do GTMS ocorreu na temperatura de 356,86 °C para o MIP-RAM e 

381,73 °C para o NIP-RAM com perdas de 26,95 e 30,29%, respectivamente. O 

terceiro evento referente a degradação do MAA, do TRIM e do VTMS ocorreu com 

maior velocidade de perda de massa em aproximadamente 480 °C com perdas de 

55,08% (MIP-RAM) e 56,56% (NIP-RAM).16,75,76 

A curva termogravimétrica derivada do MIP apresentou apenas dois 

eventos. O primeiro evento ocorreu com maior velocidade de perda de massa em 

53,75 °C com perda de 6,35% referente à água adsorvida no material. O segundo 
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evento com perda de 77,43% ocorreu com maior velocidade de perda de massa em 

418, 50 °C refere-se à degradação do MAA, TRIM e VTMS. Vale salientar que este 

material apresentou apenas dois eventos, pois este material não apresenta na sua 

estrutura o GTMS.16,75,76 

 

Figura 24 – Curvas termogravimétricas derivadas do MIP-RAM, NIP-RAM e MIP. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

 

A caracterização morfológica por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) foi realizada para o MIP-RAM e para o NIP-RAM. Nas micrografias, 

Figura 25, foi observada que a morfologia dos polímeros é bastante similar. As 

partículas regulares e agregadas obtidas são conseqüência do método de 

polimerização por precipitação. O método consiste na polimerização do monômero 

funcional e do agente de ligação cruzada na presença de um volume excessivo de 

solvente porogênico, sendo o último responsável por impedir a coalescência das 

partículas.77 
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Figura 25 – Micrografias eletrônicas de varredura (A) e (B) do MIP-RAM e (C) e (D) 
do NIP-RAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As micrografias eletrônicas de transmissão, Figura 26, para os 

poli(MAA) e para os polímeros MIP-RAM, NIP-RAM e MIP foram obtidas para avaliar 

a disposição das matrizes orgânicas e inorgânicas nos materiais. 

De acordo com as micrografias eletrônicas de transmissão pode-se 

confirmar que as partículas dos polímeros apresentam elevada aderência entre si 

adquirindo propriedades morfológicas de monolitos e não de partículas isoladas, 

condições bastante favoráveis para o emprego destes materiais em processo de 

extração em fase sólida em colunas. Cabe ainda salientar que, de acordo com as 

Figuras 26A-D as imagens de transmissão dos materiais híbridos MIP-RAM e NIP-

RAM possuem menor nitidez em comparação com o poli(MAA)  e poli(MAA) não 

impresso, e não apresentam estrutura do tipo core-shell. Esta constatação revela 

que a matriz orgânica e inorgânica possui estrutura interpenetrante. Entretanto, a 

mesma característica não foi observada para o MIP (Figura 26E), pois se observou 

partículas com tamanhos irregulares e similares ao poli(MAA), que pode ser 

(A) (B) 

(C) (D) 
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atribuída à ausência do GTMS na síntese, uma vez que este pode atuar como 

auxiliar na reticulação da rede polimérica, favorecendo a homogeneidade do 

material.78,79  

 

Figura 26 – Micrografias eletrônica de transmissão (A) poli(MAA), (B) MIP-RAM, (C) 
poli(MAA) não impresso, (D) NIP-RAM e (E) MIP.  

 

 

 

 

Os resultados das análises de área de superfície, tamanho e volume 

de poros estão demonstrados na Tabela 2. Ao comparar os resultados obtidos nota-
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(C) (D) 

(E) 
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se que o MIP-RAM apresenta menor área superficial e menor volume de poros em 

relação ao NIP-RAM. A explicação para esta diferença morfológica pode estar 

relacionada à presença da molécula molde na polimerização, a qual pode aumentar 

a solubilidade do complexo template-monômero no solvente.80 Como consequência, 

dificulta a remoção do solvente porogênico dos interstícios do polímero fazendo com 

que o volume dos poros seja menor e, conseqüentemente, a área superficial. Em 

relação ao MIP, o MIP-RAM possui menor área superficial e menor volume de poros 

possivelmente em função da modificação com a molécula GTMS que pode ocupar 

os poros do polímero e, assim, diminuir o volume de poros e área superficial. 

Entretanto, apesar de apresentar menor área superficial e menor volume de poros, o 

MIP-RAM apresenta maior capacidade sorção de ácido fólico em relação ao NIP-

RAM e o MIP, como será visto no estudo de cinética de sorção. O tamanho dos 

poros obtidos para estes materiais podem ser classificados de acordo com a IUPAC 

como materiais mesoporos por possuírem tamanho de poro entre 2 e 50 nm.81 

 

Tabela 2 – Área de superfície, volume de poros e tamanhos de poros. 

Polímero 
Área superficial  

(m2 g-1) 
Volume de poro  

(cm3 g-1) 
Tamanho de 

poro (nm) 

MIP-RAM 17,5 0,039 3,04 

NIP-RAM 61,0 0,114 3,32 

MIP 55,3 0,103 3,35 

 

5.3 OTIMIZAÇÃO DE PH 
 

O perfil de sorção do ácido fólico em ampla faixa de pH é 

apresentado na Figura 27. A maior sorção ocorreu em pH 1,5, pois neste pH o 

monômero funcional se encontra protonado (ácido metacrílico pKa 4,46), o que 

favorece a sorção através de ligações de hidrogênio e/ou interações dipolo-dipolo 

momentâneo e permanente entre os grupos funcionais presentes no AF e no MAA. 

Assim sendo, o pH 1,5 foi adotado como o valor ótimo para sorção.  
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Figura 27 – Representação gráfica do estudo de otimização da sorção de ácido 
fólico em função do pH. 
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5.4 CINÉTICA DE SORÇÃO 

 

O efeito do tempo na sorção de ácido fólico pelos materiais MIP-

RAM, NIP-RAM e MIP foram avaliados pela agitação mecânica de uma solução de 

ácido fólico. Nesse experimento, verificou-se que os tempos necessários para atingir 

o equilíbrio do ácido fólico entre a fase sólida e a fase líquida foram de 390 minutos, 

180 minutos e 120 minutos, respectivamente para MIP-RAM, NIP-RAM e MIP 

(Figura 28). Estes resultados podem ser atribuídos às diferenças morfológicas 

existentes entre estes materiais. O MIP-RAM apresenta características morfológicas 

que dificultam uma rápida transferência de massa da solução para o sítio sortivo 

como menor área superficial e menor volume de poros.82 Apesar da sorção do ácido 

fólico no MIP-RAM necessitar de um tempo de equilíbrio maior, a quantidade sorvida 

do sorvato pelo sorvente foi maior (5,6 mg g-1), quando comparado com o polímero 

sem impressão química (NIP-RAM) com sorção de 4,5 mg g-1. Neste caso, a maior 

sorção de AF pelo MIP-RAM está relacionada com a maior afinidade do analito pela 

cavidade seletiva. O MIP, por sua vez, apresenta cavidades com afinidade pelo AF 

(cavidades seletivas), bem como apresenta características texturais similares ao 
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NIP-RAM. Estes dois fatores aliados favorecem a obtenção de um tempo de 

equilíbrio menor, comparado aos outros polímeros, além de uma sorção 

intermediária de 4,8 mg g-1. Ainda, outro aspecto que pode ser considerado para 

justificar o menor tempo de equilíbrio para o MIP, resulta da ausência de GTMS 

(com anel aberto e grupos dióis) em sua matriz polimérica, o qual pode atuar como 

uma barreira química no transporte de massa do AF.  

 

Figura 28 – Efeito do tempo na sorção de ácido fólico pelos materiais MIP-RAM, 
NIP-RAM e MIP. 
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Aos dados cinéticos foram aplicados os seguintes modelos: pseudo-

primeira ordem, pseudo- segunda ordem, Elovich e difusão intrapartícula, cujos 

resultados obtidos na aplicação destes modelos estão mostrados na Tabela 3. De 

acordo com as regressões obtidas e as constantes calculadas pelos ajustes dos 

modelos verificou-se que os modelos que se ajustaram melhor aos dados 

experimentais foram o de pseudo-segunda ordem, Elovich e difusão intrapartícula 

(Anexo A). 
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Tabela 3 – Constantes calculadas para os modelos aplicados no estudo de cinética 
de sorção. MIP-RAM Qe experimental= 5,6 mg g-1; NIP-RAM Qe experimental=4,5 
mg g-1; MIP Qe experimental= 4,8 mg g-1. 

 Pseudo primeira-ordem 
Pseudo 

segunda-ordem 
Elovich 

Difusão 
intrapartícula 

 t
k

QQQ ete
303.2

log)log( 1  t
QQkQ

t

eet

11
2

2

  
tQt ln

1
)(ln

1







 
CtkQ idt  2/1  

Sorvente  k1 Qe R k2 Qe R β   α r Kid   C   r 

MIP-RAM 0,01 3,85 0,99 0,01 5,05 0,99 1,53 1,77 0,97 
0,41 0,82 0,97 

0,19 1,58 0,99 

NIP-RAM 0,01 2,68 0,95 0,03 4,13 0,99 1,88 5,64 0,98 
0,70 0,61 0,99 

0,20 1,74 0,99 

MIP 0,02 1,79 0,95 0,09 4,60 0,99 2,10 84,86 0,97 
1,49 0,69 0,98 

0,15 3,10 0,98 

K1= é a constante de pseudo-primeira ordem do processo de sorção (min-1); K2= é a 
constante de pseudo-segunda ordem do processo de sorção (g mg-1 min-1); β está 
relacionado com a extensão de cobertura da superfície e com a energia de ativação para 
quimissorção (g mg-1); α é a taxa de velocidade inicial de sorção (min-1 mg g-1); Kid é o 
coeficiente de difusão interno (mg g-1 min-1/2); C é uma constante relacionada com a 
espessura da camada limite (mg g-1). 
 

O modelo de pseudo-segunda ordem apresentou satisfatório 

coeficiente de correlação linear e a sorção predita pelo modelo foi próxima aquela 

observada nos dados experimentais, o que não foi observado para o modelo de 

pseudo-primeira ordem.60,83 O ajuste dos modelos aos dados experimentais indica 

que o MIP-RAM, NIP-RAM e o MIP apresentam sítios com energias de ligação 

diferentes na superfície do material, corroborando com o modelo de Elovich.84 

O modelo de difusão intrapartícula apresentou três inclinações. A 

primeira inclinação refere-se à difusão do analito da solução para a superfície 

externa do material. A segunda inclinação é definida como a etapa determinante da 

reação, a qual é relacionada com a sorção gradual no interior do material, conhecida 

como difusão intrapartícula. Os pontos restantes representam que o equilíbrio de 

sorção foi atingido (anexo A). Conforme observado na Tabela 3 os valores da 

constante C para os três materiais, relativos à primeira inclinação são diferentes de 

zero indicando que o processo de difusão intrapartícula não é o único responsável 

pelo processo de sorção. Como a constante C representa a espessura da camada 

limite pode-se inferir que a sorção do ácido fólico nos materiais também ocorre na 

superfície externa do material.65-67 
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5.5 CONSTANTES TERMODINÂMICAS 

 

As constantes termodinâmicas do processo sortivo foram calculadas 

a partir do gráfico de Van’t Hoff (Figura 29), a qual foi obtida pela relação entre o 

inverso da temperatura (K) e a razão entre quantidade adsorvida (mg g-1) e 

concentração de sobrenadante (mg L-1). O gráfico de Van’t Hoff obtido forneceu a 

seguinte regressão linear: LnKd= 1538,1314 (1/T)-4,37611 com r= 0,99076, que ao 

ser substituída na Equação 5 possibilitou a determinação da entalpia e da entropia 

do sistema. Em seguida foi calculada a energia livre de Gibbs na temperatura de 

303,15 K utilizando a Equação 6. Os valores de ΔH, ΔS e ΔG da sorção de AF no 

MIP-RAM foram de: -12,79 kJ mol-1, -36,38 K-1 J mol-1 e -1,76 kJ mol-1, 

respectivamente. A entalpia negativa obtida indica que o processo é exotérmico, isto 

implica que o processo sortivo é favorecido em temperaturas menores, característico 

de processos sortivos de natureza física. Além disso, pode-se inferir que a sorção do 

AF na superfície do material é de natureza física (fisiossorção), pois o valor do ΔH 

obtido é menor que 40 kJ mol-1. As interações de natureza física envolvem forças 

fracas de Van der Waals, em especial dipolo-dipolo permanente e induzido com 

energia variando de 2-29 kJ mol-1 e o analito sorvido pode estabelecer interações 

com mais de um sítio ao longo da superfície do polímero. Estas condições são 

plausíveis considerando a natureza do ácido fólico e os sítios de interação que o 

MIP-RAM pode apresentar. Entretanto, cabe salientar que, ligações de hidrogênio 

entre os sítios do MIP-RAM com o ácido fólico podem também ocorrer e, segundo 

dados da literatura, interações desta natureza para compostos orgânicos possuem 

energia na faixa de 2-40 kJ mol-1.85 As ligações de hidrogênio, diferente das forças 

de Van der Waals são consideradas químicas devido à natureza da interação, mas 

não necessariamente consideradas quimiossorção, pois estas contemplam ligações 

químicas covalentes.  

A entropia negativa obtida para a sorção de ácido fólico no MIP-RAM 

indica que o processo sortivo diminui a desordem do sistema e a energia livre de 

Gibbs negativa indica um processo espontâneo.68,69,86 
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Figura 29 – Representação gráfica da relação entre o inverso da temperatura 
versus a razão entre quantidade sorvida e concentração de 
sobrenadante (gráfico de Van’t Hoff). 
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5.6 PARÂMETROS DE SELETIVIDADE 

 

Para comprovar se o MIP-RAM apresenta sítios sortivos com maior 

afinidade à molécula molde (ácido fólico), foi realizada a sorção competitiva de uma 

solução binária de AF:concomitante (cafeína, ácido úrico, paracetamol e 4-

aminobenzamida) na presença do MIP-RAM ou NIP-RAM. As estruturas químicas 

dos concomitantes são apresentadas na Figura 30. As moléculas concomitantes 

foram escolhidas por possuírem estruturas semelhantes aos fragmentos da molécula 

de ácido fólico.  A Tabela 4 apresenta os coeficiente de distribuição (Kd), coeficiente 

de seletividade (k) e coeficiente de seletividade relativo (k’). De acordo com os 

valores dos coeficientes de seletividade relativo superiores a 1 pode-se, inferir que a 

sorção do ácido fólico no MIP-RAM mesmo na presença de concomitantes acontece 

em sítios seletivos em detrimento ao NIP-RAM.60 

 

 

 



 61 

Figura 30 – Estrutura química (A) cafeína (B) ácido úrico (C) paracetamol e (D) 4-
aminobenzamida. 

   
 

(A) (B) (C) (D) 

 

Tabela 4 – Coeficientes calculados para MIP-RAM e NIP-RAM. 

Polímero Molécula Kd k k' 

MIP-RAM 
Ácido fólico 979,8 

17,64 

1,82 
Cafeína 55,5 

NIP-RAM 
Ácido fólico 890,6 

9,71 
Cafeína 91,7 

MIP-RAM 
Ácido fólico 4033,4 

0,39 

1,33 
Ácido úrico 10265,3 

NIP-RAM 
Ácido fólico 3136,2 

0,30 
Ácido úrico 10611,5 

MIP-RAM 
Ácido fólico 1247,2 

4,50 

1,53 
Paracetamol 277,2 

NIP-RAM 
Ácido fólico 920,4 

2,93 
Paracetamol 313,9 

MIP-RAM 
Ácido fólico 1173,3 

33,35 

4,37 
4-aminobenzamida 35,2 

NIP-RAM 
Ácido fólico 867,1 

7,64 
4-aminobenzamida 113,5 

 

Analisando a constante de distribuição para AF:cafeína nota-se que 

o MIP-RAM adsorve mais AF e menos cafeína quando comparado com o NIP-RAM. 

O mesmo perfil sortivo é observado para o paracetamol e para 4-aminobenzamida. 

Para o ácido úrico o MIP-RAM sorveu mais o concomitante do que o analito, 

entretanto pode-se observar que o NIP-RAM adsorve ainda mais ácido úrico e 

menos AF quando comparado com o MIP-RAM. A partir desses dados de sorção 

verifica-se que o MIP-RAM apresenta maior afinidade para o AF em relação aos 

concomitantes. Estes resultados aliados ao coeficiente de seletividade relativo 

comprovam a formação de sítios seletivos para o analito, pois mesmo os 

concomitantes apresentando estruturas semelhantes e menores que a estrutura do 

AF houve a sorção preferencialmente da molécula molde. 
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5.7 ESTUDO DE SORÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

O estudo de sorção de proteínas realizado com o MIP-RAM e MIP 

demonstraram que a porcentagem de exclusão de proteínas é de 55 ± 2 e 35 ± 2, 

respectivamente. Este resultado corrobora com o princípio dos RAM, na qual a 

síntese de polímeros com características mais hidrofílicas tornam o material menos 

susceptível a sorver proteínas.38 A Figura 31 apresenta os espectros UV-VIS obtidos 

utilizando a solução inicial e os efluentes dos cartuchos após percolação da solução 

de BSA. 

 

Figura 31 – Espectros de varredura obtidos para a solução inicial de BSA e para os 
efluentes dos cartuchos de MIP-RAM e MIP. 
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5.8  EFEITO SWELLING 

 

O estudo do efeito swelling (hidrofilicidade dos materiais) realizado com os 

materiais MIP-RAM, NIP-RAM e MIP, forneceram as porcentagens de teor de água 

de equilíbrio (TAE), mostradas na Tabela 5. De acordo com os valores de TAE 

observa-se que o MIP-RAM absorve menos água que os demais materiais NIP-RAM 

e MIP. A menor capacidade de absorção de água do MIP-RAM pode estar associada 
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à sua menor porosidade, conforme resultados similares reportados na literatura.87 

Esta constatação pode ainda ser justificada ao se observar os valores de TAE para o 

NIP-RAM e MIP, com valores de TAE substancialmente maiores e maior porosidade. 

Uma observação importante que deve ainda ser feita é que o NIP-RAM e MIP 

possuem propriedades texturais similares (ver Tabela 2), mas, no entanto, o NIP-

RAM absorve maior quantidade de água o que pode estar associado às suas 

propriedades hidrofílicas mais acentuadas em relação ao MIP. Assim sendo, pode-

se inferir que o MIP-RAM, embora apresente menor porosidade, com conseqüente 

menor absorção de água, também possui propriedades hidrofílicas em sua 

superfície, conforme já evidenciado pelos estudos de exclusão de BSA.   

 

Tabela 5 – Teor de água de equilíbrio (%) para o MIP-RAM, NIP-RAM e MIP. 

Polímero Teor de água de equilíbrio (%) 

MIP-RAM 156,86 ± 3,23 

NIP-RAM 230,00 ± 1,21 

MIP 211,43 ± 4,85 

 

5.9 OTIMIZAÇÃO DA FASE MÓVEL 

 

As condições cromatográficas utilizadas para a análise de ácido 

fólico em leite foram baseadas nas condições estudadas por Catharino e 

colaboradores, sendo que as melhores composições de fase móvel foram escolhidas 

para realização deste estudo.71 

De acordo com os cromatogramas reunidos na Figura 32, observa-

se que no modo isocrático (iso) de separação, o incremento da proporção de 

acetonitrila (de 10 à 24%) promoveu diminuição nos tempos de retenção mas, por 

outro lado, observou-se um alargamento de pico quando comparados com os 

cromatogramas obtidos no modo gradiente (grad.). Deste modo, optou-se por utilizar 

o modo gradiente na separação cromatográfica, pois os picos obtidos se mostraram 

mais definidos e com tempos de retenção menores. Assim, dois sistemas de 

separação por gradiente foram avaliados (Figura 32). A corrida cromatográfica 

iniciada com a proporção de tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 2,8 (T. Ac.):acetonitrila 

(ACN) (85:15, v/v) apresentou melhores resultados em relação a proporção 90:10 

(v/v). Nesta fase móvel a proporção final do gradiente foi de tampão acetato 0,266 
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mol L-1:acetonitrila 76:24 (v/v)  em 8,50 minutos, permanecendo até o término da 

corrida, com tempo de retenção do ácido fólico em 7,07 minutos.  

 

Figura 32 – Cromatogramas obtidos na otimização da composição da fase móvel. 
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5.10 OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO DO ÁCIDO FÓLICO NA MATRIZ ALIMENTÍCIA 

 

Tendo em vista que a sorção do AF no MIP-RAM ocorre 

preferencialmente em meio ácido, fez-se necessário modificar a metodologia 

utilizada por Catharino e colaboradores para extração de ácido fólico na matriz 

alimentícia.71 As modificações foram necessárias para favorecer a posterior sorção 

do ácido fólico na MIP-RAM após sua extração da matriz alimentícia. A Tabela 6 

apresenta as porcentagens de recuperação do analito após submissão aos 

diferentes métodos de extração. É importante mencionar novamente que os extratos 

obtidos após os métodos de extração, conforme seção 4.10, foram recuperados na 

fase móvel e injetados no sistema cromatográfico. Verificou-se que o melhor método 

de extração consiste na saponificação dos ácidos graxos com KOH e precipitação 

das proteínas com ácido tricloroacético (ATCA), sendo este método empregado para 

a extração do ácido fólico nas amostras de leite. Os cromatogramas obtidos dos 
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extratos e os espectros de ultravioleta-visível do pico cromatográfico do ácido fólico 

são apresentados no anexo B. 

 

Tabela 6 – Métodos de extração e suas respectivas porcentagens de recuperação 
de ácido fólico. 

Meio de extração % de Recuperação 

KOH + HCl 82,3 ± 5,6 

KOH + ATCA 94,3 ± 6,8 

ATCA 73,8 ± 0,6 

HCl 79,9 ± 2,5 
*KOH 0,1 mol L

-1
; ATCA= ácido tricloroacético 10% (m/v); HCl 0,5 mol L

-1 

 

5.11 OTIMIZAÇÃO DO SOLVENTE DE LAVAGEM 

 

O estudo do solvente de lavagem tem como finalidade avaliar o meio 

ideal para remoção dos possíveis interferentes da amostra sem, no entanto, remover 

o analito de interesse da fase sólida. O estudo foi conduzido após percolar 10 mL do 

extrato de leite obtido pelo pré-tratamento com KOH e ATCA pelo cartucho contendo 

o MIP-RAM. Diferentes solventes de lavagem (10 mL cada) foram testados: acetona, 

diclorometano:acetona (1:1, v/v), clorofórmio, diclorometano:etanol (1:1, v/v), ácido 

acético 0,1 mol L-1, diclorometano e hexano. Após a etapa de lavagem, realizou-se a 

eluição com 10 mL de uma solução de metanol: tampão acetato 0,01 mol L-1 pH 5,7 

(50:50, v/v). 

Com intuito de avaliar a real necessidade do emprego do solvente 

de lavagem, foi também realizado um ensaio consistindo apenas nas etapas de 

percolação e eluição. Nestes experimentos, os efluentes das etapas de extração, 

lavagem e eluição foram evaporados até a secura e recuperados no mesmo volume 

da fase móvel, filtrados em filtro 0,45 µm e injetados no sistema cromatográfico para 

avaliar a porcentagem de extração do analito em cada etapa. Os cromatogramas de 

cada uma destas etapas, considerando o emprego de diferentes solventes de 

lavagem estão reunidos no Anexo C. Evaporou-se também uma porção do extrato 

de leite obtido com o pré-tratamento com KOH e ATCA sem passar pelo cartucho, o 

qual foi recuperado na fase móvel e injetado no sistema cromatográfico. É oportuno 

mencionar que a porcentagem de extração do ácido fólico pelo MIP-RAM contido no 

extrato de leite obtido após o pré-tratamento com KOH e ATCA foi de 80,3 ± 1,3%, 
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conforme pode ser observado pela menor área de pico em comparação à injeção 

direta do extrato no sistema cromatográfico (Figura 33).   

 

Figura 33 – Cromatogramas do extrato de leite injetado diretamente no sistema 
cromatográfico e da eluição do cartucho com metanol:tampão acetato 
0,01 mol L-1 pH 5,7 (1:1, v/v).  
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A Tabela 7 apresenta os percentuais de remoção de ácido fólico ao 

se empregar diferentes solventes de lavagem. Verificou-se que o solvente de 

lavagem que mais dessorveu o AF do MIP-RAM foi a acetona, possivelmente por 

possuir maior basicidade em relação aos outros solventes utilizados e, por 

consequência, maior interação ácido-base com o AF. A mistura 

diclorometano:acetona (1:1, v/v) foi responsável por dessorver 19,0% do AF, o que 

pode ser justificado pela presença de acetona na mistura, uma vez que o 

diclorometano empregado isoladamente não possui afinidade suficiente para 

dessorver o analito, pois trata-se de um solvente ácido e com baixa polaridade. O 

clorofórmio assim como o diclorometano não possui basicidade, entretanto, por ser 

mais polar que o CH2Cl2,  o CHCl3 remove 9,1% do AF adsorvido. Para a mistura 

diclorometano:etanol (1:1, v/v) obteve-se dessorção de 6,8%. A porcentagem de 

dessorção não foi maior, porque o diclorometano corresponde a 50% da mistura e, 

conforme já mencionado não possui basicidade. 

A polaridade também é um parâmetro para explicar o fato do hexano 

não extrair o AF sorvido. Quanto menor a polaridade do solvente menor é a 
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quantidade de ácido fólico dessorvida. Mediante o exposto, fica claro que as 

propriedades físico-químicas de polaridade e acidicidade/basicidade são igualmente 

importantes no processo de lavagem. No entanto, o pH do solvente de lavagem 

também é um parâmetro a ser considerado. Cita-se, por exemplo, o caso do ácido 

acético 0,1 mol L-1, cujo meio ácido (pH 2,87) mantém as ligações de hidrogênio 

formadas entre o AF e o MAA e evita o processo de dessorção.  

Por fim, analisando os solventes mostrados na Tabela 7, verifica-se 

que o ácido acético 0,1 mol L-1, diclorometano e hexano, seriam os melhores 

solventes de lavagem. Porém, em relação ao diclorometano e hexano, observou-se 

pelos cromatogramas (Anexo C) que, igualmente ao AF, os interferentes também 

não foram removidos, inviabilizando o emprego destes solventes no processo de 

lavagem. No caso do ácido acético 0,1 mol L-1, constatou-se eficiência na remoção 

dos interferentes, mas, em contrapartida, o cartucho de MIP-RAM apresentou 

resistência à percolação do solvente devido ao inchaço (efeito Swelling) reduzindo 

sobremaneira a vazão.   

Deste modo, optou-se por não empregar o solvente de lavagem no 

processo de extração. Os ensaios foram realizados utilizando apenas a percolação 

da amostra no cartucho de MIP-RAM seguida da etapa de eluição com 10 mL de 

uma solução metanol:tampão acetato 0,01 mol L-1 pH 5,7 (50:50, v/v). Nesta 

condição, observou-se ausência de interferentes em potencial no cromatograma do 

eluato evidenciando o desempenho do MIP-RAM no processo de limpeza (clean-up) 

sem a necessidade de inclusão da etapa de lavagem (Figura 33).  

 

Tabela 7 – Otimização do solvente de lavagem com as respectivas porcentagens de 
extração do analito e propriedades de cada solvente.88 

  % de remoção de AF  P α β 

Acetona 53,0 ± 0,2 5,1 0,06 0,38 

Diclorometano: acetona (1:1, v/v) 19,0 ± 3,5 - - - 

Clorofórmio 9,1 ± 0,4 4,1 0,43 0,00 

Diclorometano:etanol (1:1, v/v) 6,4 ± 0,5 - - - 

Ácido acético 0,1 mol L-1 - 6,0 0,54 0,15 

Diclorometano - 3,1 0,27 0,00 

Hexano - 0,1 - - 

Sem lavagem - - - - 

P= Polaridade; α- acidicidade; β- Basicidade 
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5.12 OTIMIZAÇÃO DO SOLVENTE DE ELUIÇÃO 

 

A Tabela 8 apresenta a eficiência de cada solvente na eluição do 

ácido fólico adsorvido no MIP-RAM. A escolha dos solventes estudados foi feita de 

acordo com a basicidade e no ponto de ebulição (PE). Foi também avaliada a 

eficiência da fase móvel (ACN:tampão acetato 0,266 mol L-1, 15:85, v/v)  como 

solvente de eluição, alterando o pH da mesma de 2,8 para 5,7.  Os cromatogramas 

dos eluatos no Anexo D. 

 

Tabela 8 – Otimização do solvente de eluição com as respectivas porcentagens de 
dessorção do analito e as propriedades de cada solvente.88 

Solvente % de eluição P α β 

Etanol 82,0 ± 0,9 4,3 0,39 0,36 

Isopropanol 83,4 ± 3,1 3,9 0,22 0,35 

Acetato de etila 12,0 ± 0,5 4,4 0,00 0,45 

Fase móvel pH 2,8 86,2 ± 4,1 - - - 

Fase móvel pH 5,7 99,7 + 1,9 - - - 
P- Polaridade; α- Acidicidade; β- Basicidade 

 

De acordo com a Tabela 8, verificou-se que o acetato de etila apesar 

de possuir a maior basicidade e a maior polaridade entre os solventes, foi o que 

apresentou a menor capacidade de eluição do analito. Esta constatação pode ser 

atribuída à propriedade aprótica do solvente, incapaz de competir pelas ligações de 

hidrogênio entre o ácido fólico e o monômero ácido metacrílico. Esta explicação é 

ainda corroborada pelos elevados percentuais de eluição ao se empregar o etanol e 

isopropanol. 

O uso da fase móvel (ACN:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 2,8, 

15:85, v/v) como eluente não favoreceu a eluição do AF, pois neste pH o MAA se 

encontra protonado (pKa 4,46). Entretanto, ao alterar o pH da fase móvel para 5,7 

observou-se uma eluição quantitativa conforme a Tabela 8. Deste modo optou-se 

por trabalhar com uma mistura ACN:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 5,7 (15:85, v/v) 

como eluente, uma vez que além de ser eficiente na eluição de AF, não requer a 

evaporação e recuperação do analito na fase móvel.  

A Figura 34 mostra a satisfatória limpeza cromatográfica obtida 

apenas pela passagem da amostra pelo cartucho contendo o MIP-RAM, sem a 
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realização da etapa de lavagem do mesmo, com posterior eluição do analito com 

ACN:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 5,7 (15:85, v/v). 

 

Figura 34 – Cromatogramas do extrato de leite injetado diretamente no sistema 
cromatográfico, do efluente do cartucho e da eluição do cartucho com 
ACN:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 5,7 (15:85, v/v).  
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5.13 OTIMIZAÇÃO DO VOLUME SOLVENTE DE ELUIÇÃO 

 

A fim de pré-concentrar o analito presente nas amostras de leite 

realizou-se a otimização do volume de eluição. A Figura 35 apresenta as áreas de 

pico em função do volume do solvente de eluição. Analisando os valores de área 

obtidos verifica-se que o volume que apresentou melhores resultados foi o volume 

de 1 mL, pois apresentou um ganho satisfatório de resposta analítica e um desvio 

padrão relativamente baixo. Para o volume de eluição de 0,5 mL verifica-se que 

houve um aumento na área de pico quando comparado a eluição com 1 mL 

entretanto, o desvio padrão obtido foi alto o que poderia prejudicar uma análise 

quantitativa do analito em amostras.  
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Figura 35 – Área de pico em função do volume do solvente de eluição. 
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O cromatograma obtido ao se empregar 1,0 mL de solvente de 

eluição foi comparado com aquele fazendo uso de 10,0 mL, uma vez que este 

volume foi utilizado nos experimentos anteriores. De acordo com Figura 36, observa-

se um ganho satisfatório na área de pico ao comparar a eluição com 1,0 mL e 10,0 

mL. Além disto, constatou-se satisfatória limpeza cromatográfica em comparação ao 

cromatograma do extrato injetado diretamente no sistema cromatográfico (Figura 

36). 
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Figura 36 – Cromatogramas do extrato de leite injetado diretamente no sistema 
cromatográfico e eluições do cartucho com 1,0 e 10,0 mL. 
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5.14 FIGURAS DE MÉRITO E APLICAÇÃO DO MÉTODO EM AMOSTRAS DE LEITE 

 

A eficiência do método MISPE proposto foi avaliada a partir das 

figuras de mérito do sistema que são: fator de pré-concentração, limite de detecção 

(LD), limite de quantificação (LQ) e repetibilidade intra-dia. 

A curva de calibração de padrões submetidos ao método MISPE é 

representada pela equação mAU=315,34[AF]+1220,20 com r=0,999, (Figura 37), e a 

equação dos padrões injetados diretamente no sistema cromatográfico representada 

por mAU=143,36[AF]-1083,57 com r= 0,999, (Figura 38).  
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Figura 37 – Curva de calibração de padrões submetidos ao método MISPE. 
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Figura 38 – Curva de calibração de padrões injetados diretamente no sistema 
cromatográfico. 
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O fator de pré-concentração do método MISPE foi calculado pela 

razão entre os coeficientes angulares das curvas de calibração do método MISPE e 

de padrões injetados diretamente no sistema cromatográfico, sendo obtido um fator 

de pré-concentração de 2,19 vezes. 
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O limite de detecção e quantificação do método MISPE foram 

calculados de acordo com a IUPAC, Equações 12 e 13, respectivamente. Onde σ 

representa o desvio padrão para a leitura de dez brancos e m o coeficiente angular 

da curva de calibração do método MISPE. Os LD e LQ obtidos foram de 1,45 e 4,83 

µg L-1.89 

Equação 12  LD =
3xσ

m
 

Equação 13  LQ =
10xσ

m
 

 

A repetibilidade intra-dia (n=10) do método proposto foi avaliada 

para as concentrações de 20,0 e 150,0 µg L-1, apresentando coeficiente de variação 

de 4,68 e 4,08%, respectivamente. 

O método MISPE otimizado foi aplicado em amostras de leite em pó 

enriquecidas com AF, que foram adquiridas em um supermercado local. Além de 

comparar o valor rotulado com o valor encontrado, realizou-se também o 

enriquecimento das amostras com AF, de modo que a concentração de AF fosse o 

dobro do valor rotulado (Tabela 9).   

De acordo com a Tabela 9 verifica-se que a concentração 

encontrada é próxima ao valor rotulado, além da obtenção de satisfatórias 

porcentagens de recuperação. 
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Tabela 9 – Aplicação do método MISPE em amostras de leite.   

Amostra 
Valor rotulado 

(µg) 

Concentração 

adicionada (µg) 

Concentração 

encontrada (µg) 

Recuperação 

(%) 

A 120* 
0 119,1 ± 1,1* - 

120 244,1 ± 1,1* 104,2 

B 37** 
0 35,5 ± 2,1** - 

37 70,7 ± 1,3** 95,0 

C 110*** 
0 110,1 ± 1,2*** - 

110 229,3 ± 1,3*** 108,4 

D 130*** 
0 123,3 ± 3,0*** - 

130 259,6 ± 6,6*** 104,8 

* µg de AF em 25 g de amostra; ** µg de AF em 28,5 g de amostra; *** µg de AF em 

100 g de amostra. 
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CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

Por meio dos dados de seletividade e do estudo de sorção de 

proteínas foi possível demonstrar que o material híbrido MIP-RAM possui sítios de 

sorção com maior afinidade pelo ácido fólico, além de ser eficiente na exclusão de 

proteínas. A caracterização por FT-IR, TG, TEM e dados texturais foi útil para 

confirmar a polimerização das frações orgânica e inorgânica, com obtenção de um 

MIP-RAM com partículas contendo mesoporos e de elevada aderência entre si 

adquirindo propriedades morfológicas de monolitos e não de partículas isoladas. O 

MIP-RAM apresentou, mediante os estudos cinéticos, maior sorção de ácido fólico 

(5,6 mg g-1) em relação ao NIP-RAM (4,5 mg g-1) e MIP (4,8 mg g-1). Os modelos 

cinéticos de Elovich e pseudo-segunda ordem comprovaram que a sorção do ácido 

fólico ocorre em sítios de energia diferente de ligação. De acordo com o modelo de 

difusão intrapartícula observou-se que a difusão dentro dos poros não é o único 

processo responsável pela retenção do ácido fólico, indicando que a sorção na 

superfície externa do material também pode ocorrer. Os dados de MISPE obtidos 

demonstraram uma elevada eficiência na limpeza dos cromatogramas, após a 

passagem da amostra pelo cartucho contendo o MIP-RAM, sendo que esta limpeza 

dispensa a etapa de lavagem do cartucho para remoção dos interferentes, o que 

torna o método ainda mais eficiente. Além desta vantagem, o eluato obtido pode ser 

injetado diretamente no sistema cromatográfico, o que evita possíveis perdas do 

analito por degradação, além de tornar o sistema de análise mais rápido. A aplicação 

do método MISPE proposto em amostras de leite em pó demonstrou que o método 

proposto é exato, uma vez que os valores rotulados foram muito próximos aos 

valores encontrados. Como considerações finais e perspectivas futuras, pode-se 

inferir que os polímeros híbridos quimicamente impressos e com acesso restrito 

constituem como uma fase sólida com reais potencialidades em procedimentos de 

extração/pré-concentração de analitos em matrizes complexas. Assim, estudos 

concernentes à síntese de novos MIP-RAM híbridos, por meio da associação de 

Ciências de Materiais e Química Analítica, contemplam um amplo campo de 

pesquisa que pode ser de sobremaneira explorado visando à melhoria e/ou o 

desenvolvimento de novos métodos analíticos. 
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ANEXO A 

Modelos aplicados aos dados cinéticos 

 
Figura A1 – Modelo de pseudo-primeira ordem aplicado aos dados cinéticos do 

MIP-RAM. 
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Figura A2 – Modelo de pseudo-segunda ordem aplicado aos dados cinéticos do 
MIP-RAM. 
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Figura A3 – Modelo de Elovich aplicado aos dados cinéticos do MIP-RAM. 
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Figura A4 – Modelo de difusão intrapartícula aplicado aos dados cinéticos do MIP-

RAM. 
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Figura A5 – Modelo de pseudo-primeira ordem aplicado aos dados cinéticos do 
NIP-RAM. 
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Figura A6 – Modelo de pseudo-segunda ordem aplicado aos dados cinéticos do 
NIP-RAM. 
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Figura A7- Modelo de Elovich aplicado aos dados cinéticos do NIP-RAM. 
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Figura A8 – Modelo de Difusão intrapartícula aplicado aos dados cinéticos do NIP-
RAM. 
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Figura A9 – Modelo de pseudo-primeira ordem aplicado aos dados cinéticos do MIP. 
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Figura A10 – Modelo de pseudo-segunda ordem aplicado aos dados cinéticos do 
MIP. 
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Figura A11 – Modelo de Elovich aplicado aos dados cinéticos do MIP. 
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Figura A12 – Modelo de difusão-intrapartícula aplicado aos dados cinéticos do MIP. 
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ANEXO B 

 

Cromatogramas obtidos dos extratos da matriz alimentícia e espectros de 

ultravioleta-visível do pico cromatográfico do ácido fólico 

 
Figura B1 – Cromatograma da extração do ácido fólico da matriz alimentícias 

utilizando KOH e ATCA. 
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Figura B2 – Espectro ultravioleta visível do pico cromatográfico do ácido fólico para 
o extrato alimentício obtido utilizando KOH e ATCA.  
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Figura B3 – Cromatograma da extração do ácido fólico da matriz alimentícias 
utilizando KOH e HCl. 
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Figura B4 – Espectro ultravioleta visível do pico cromatográfico do ácido fólico para 
o extrato alimentício obtido utilizando KOH e HCl.  
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Figura B5 – Cromatograma da extração do ácido fólico da matriz alimentícias 
utilizando HCl. 
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Figura B6 – Espectro ultravioleta visível do pico cromatográfico do ácido fólico para 

o extrato alimentício obtido utilizando HCl.  
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Figura B7 – Cromatograma da extração do ácido fólico da matriz alimentícias 
utilizando ATCA. 
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Figura B8 – Espectro ultravioleta visível do pico cromatográfico do ácido fólico para 
o extrato alimentício obtido utilizando ATCA. 

250 300 350 400

0

2000

4000

6000

8000

10000

 

 

m
A

U

Comprimento de onda (nm)
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 95 

ANEXO C 

Cromatogramas da etapa de lavagem do cartucho 

 

Figura C1 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
acetona. 
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Figura C2 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
diclorometano:acetona (1:1, v/v). 
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Figura C3 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
clorofórmio. 
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Figura C4 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
diclorometano:etanol (1:1, v/v). 
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Figura C5 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
ácido acético 0,1 mol L-1. 
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Figura C6 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
diclorometano. 
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Figura C7 – Cromatogramas das etapas MISPE com lavagem do cartucho com 
hexano. 
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Figura C8 – Cromatogramas das etapas MISPE sem lavagem do cartucho. 
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ANEXO D 

Cromatogramas da etapa de eluição do cartucho 

 

Figura D1 – Cromatogramas da etapa de eluição do procedimento MISPE com 
etanol. 
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Figura D2 – Cromatogramas da etapa de eluição do procedimento MISPE com 
isopropanol.  

4 6 8 10 12 14 16 18

0

5000

10000

15000

20000

 

 

m
A

U

Tempo de retenção (min)

 Eluição isopropanol

AF

 
 



 100 

Figura D3 – Cromatogramas da etapa de eluição do procedimento MISPE com 
acetato de etila.  
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Figura D4 – Cromatogramas da etapa de eluição do procedimento MISPE com 
acetonitrila:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 2,8 (15:85, v/v).  
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Figura D5 – Cromatogramas da etapa de eluição do procedimento MISPE com 
acetonitrila:tampão acetato 0,266 mol L-1 pH 5,7 (15:85, v/v).  
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