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OLIVEIRA, Fernanda Midori. Preparo, caracterizacdo e aplicacdo de um novo
sorvente baseado em polimero molecularmente impresso com acesso restrito
para extracdo de acido félico em amostras de leite. 2015. 101 f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese de um polimero hibrido molecularmente
impresso contendo acesso restrito como um novo material sorvente para a extragao
de acido félico em amostras de leite. A caracterizagdo do material foi realizada por
FT-IR, TGA, SEM, TEM e analise de area superficial, volume e tamanho de poros,
cujos resultados confirmaram a presenca da rede organica e inorganica, como
também a presenca de mesoporos. A partir dos estudos cinéticos obteve-se o tempo
de equilibrio de 390 minutos, resultando em uma sor¢do de 5,6 mg de acido folico
(AF) por grama de sorvente. A formacéo de sitios de sorcao seletivos foi confirmada
pela sorgdo competitiva de solugbes binarias de AF:concomitante (cafeina, acido
arico, 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 exclusédo de albumina sérica bovina para o MIP-RAM foide 55+ 2 e
para o MIP de 35 + 2%. Os estudos utilizando o polimero molecularmente impresso
em extracdo em fase solida (MISPE) demonstraram satisfatoria limpeza dos
cromatogramas sem a necessidade de lavagem do cartucho para remocgédo de
interferéncias, tornando possivel a injecdo direta do eluato no sistema
cromatografico. O método MISPE apresentou limite de deteccdo de 1,45 ug L' e
limite de quantificacdo de 4,83 ug L™ e foi aplicado em amostras de leite em pé
fortificadas com acido félico. As quantidades de acido félico obtidas foram similares
aquelas declaradas no rétulo. Ainda, foram obtidos, apés testes de adicdo e
recuperacéo, percentuais de 95 a 108%, 0 que atesta a exatiddo do método.

Palavras-chave: MIP-RAM. MISPE. Estudo cinético. Limpeza de amostra. Sorgéao.



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 pg L™ and limit of quantification of 4.83 ug
L™ 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 INTRODUCAO

A determinacéo e quantificacdo de substancias organicas presentes
em amostras complexas (alimentos, urina, medicamentos, solo, entre outras)
exigem, usualmente, etapas de pré-tratamento para a eliminacdo de interferentes
e/ou pré-concentracdo do analito de interesse. No caso da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) o pré-tratamento da amostra elimina a maior parte dos
interferentes, aumentando a vida util do sistema de separagdo cromatografico e
diminuindo a possibilidade de co-eluicdo do analito e interferentes. Entretanto, o
tratamento prévio deve ser o mais rapido possivel, pois muitas etapas podem
ocasionar contaminacdo, perda de analito e aumentar o tempo de analise.>*?
Existem muitos pré-tratamentos para extracdo de analitos contidos em matrizes
complexas como: extracdo em fase sélida®, extracéo liquido-liquido®, precipitacdo®,
co-precipitacdo’ e filtracdo em membrana®. Dentre estas técnicas citadas, as mais
utilizadas séo a extracao liquido-liquido e a extracdo em fase-sdlida.

A extracdo liquido-liquido (ELL) consiste na particdo da amostra
entre duas fases imisciveis, na qual a eficiéncia da extracdo depende da afinidade
do soluto pelo solvente. Esta técnica apesar de muito utilizada apresenta muitas
desvantagens, pois necessita de grandes quantidades de amostra e 0s solventes
utilizados na maioria das vezes sdo toxicos. Além disso, a ELL é de dificil
automacdao, impurezas do solvente podem contaminar a amostra e pode ocorrer a
formacao de emulsdes.®

A extracdo em fase soélida (SPE) € uma técnica de preparo de
amostra amplamente difundida. Ela consiste na utilizacdo de uma fase sélida (um
sorvente) para extrair o analito de interesse de um meio, retirando possiveis
interferentes e em seguida um eluente é utilizado para a dessorcdo do analito
(Figura 1). Quando o volume de eluente utilizado € menor do que o da amostra de
partida, o analito € concentrado no eluato, o que confere a extracdo em fase solida
propriedades ndo apenas de limpeza da amostra, mas também de pre-

concentracéo.’
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Figura 1 — Representacdo esquematica de um sistema de extracdo em fase sélida
(SPE).

1 2 3 4
1. Condicionamento do 6 ‘ 6 6
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) -..-I. -"‘. "‘.
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|

|
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A SPE apresenta vantagens em relacdo a ELL, pois permite altos
fatores de pré-concentracdo, facil regeneracdo da fase sélida e facil automacéao.
Além disso, existem varios sorventes comerciais com propriedades voltadas a
solucdo de problemas analiticos (Cis, Cgs, alumina, Florisil®, entre outros).®* A
natureza do sorvente € o fator preponderante nos resultados obtidos na extragéo,
pois 0 processo depende da afinidade que o analito possui pelo sitio sortivo, assim
como a capacidade sortiva e seletividade. Vale ressaltar que o material deve possuir
caracteristicas que venham a favorecer o processo sortivo incluindo cinética rapida
de sorcdo, alta area superficial, alta capacidade sortiva, estabilidade quimica,
seletividade, baixa resisténcia a passagem de fluido e ndo apresentar inchaco em
meio aquoso.* Com o intuito de contornar a baixa seletividade dos materiais
comerciais, alguns materiais com propriedades seletivas tém sido desenvolvidos, em
especial os polimeros molecularmente impressos (MIP).

Os MIP séo polimeros contendo sitios de reconhecimento seletivo
para o0 analito de interesse, obtidos por meio da polimerizagdo do mondmero
funcional que estabelece interagdes (ligacdo de hidrogénio, forcas fracas de Van der
Waals ou ligacdo covalente) com a molécula molde. A impressdo molecular ocorre
por meio de uma ou mais interacdes supracitadas e, apds a remocdo da molécula

molde, o polimero disp6e de cavidades complementares na forma e tamanho da
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molécula molde.'! Apesar de seletivos os MIP n&o sdo eficientes na excluséo de
macromoléculas (proteinas, carboidratos, acidos nucléicos etc.), diminuindo
sobremaneira o desempenho seletivo do material quando o mesmo é aplicado em
amostras complexas, como fluidos bioldgicos (sangue, urina e leite etc.).

A aplicacdo de fases sorventes para a exclusdo de macromoléculas
de fluidos biolégicos € realizada empregando materiais de acesso restrito (RAM).
Estes materiais sdo constituidos de sorventes poliméricos contendo em sua
superficie grupos funcionais e/ou proteinas capazes de excluir as macromoléculas
através de barreiras fisicas ou quimicas. Os poros destes materiais possuem
tamanhos inferiores as macromoléculas, facilitando a sorcdo de analitos com
massas moleculares menores. Cabe salientar que a sor¢do de analitos nos poros
nao é seletiva e, portanto, estes sorventes tém sido usualmente empregados em
etapas de clean-up de fluidos biolégicos.***3

Mediante o exposto algumas estratégias sao reportadas na literatura
para associar as vantagens dos MIP e RAM. Apesar dos MIP-RAM serem materiais
com propriedades seletivas e de exclusdo de macromoléculas com potencialidades
analiticas ja comprovadas o emprego desses materiais e/ou a sintese de novos
materiais tem sido pouco difundida.***> De acordo com a Figura 2 observa-se que a
quantidade de publicagBes nos ultimos anos envolvendo o uso de MIP-RAM em

métodos de pré-tratamento de amostras € ainda reduzida.
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Figura 2 — Numero de trabalhos publicados sobre o assunto MIP-RAM nos ultimos
anos. Extraido de Web of Science utilizando as palavras-chaves
“Molecularly Imprinted Polymer and Restricted Access”.

Nuamero de trabalhos publicados

Os MIP-RAM orgénicos s&do obtidos por muitas técnicas de
polimerizagdo com utilizagdo de diferentes mondmeros funcionais, formando
materiais com alta estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH. Entretanto,
dependendo do meio em que estes materiais entram em contato, ha a possibilidade
das cavidades seletivas criadas pela impressdo molecular sofrerem deformacdes por
retracdo ou expansao. Quando comparados aos polimeros organicos, os polimeros
inorganicos, obtidos pelo processo sol-gel, possuem a vantagem de apresentar alta
area superficial, mas apresentam baixa estabilidade quimica em ampla faixa de pH.
Alguns trabalhos, visando aliar as vantagens dos polimeros organicos e inorganicos,
relatam a sintese de polimeros hibridos com alta estabilidade quimica, estabilidade
térmica, caracteristicas morfolégicas e texturais que favorecem o processo sortivo.*®
Apesar dos materiais hibridos apresentarem as vantagens dos polimeros organicos
e inorganicos unidos em um unico material, ndo h& relatos na literatura sobre a

sintese e aplicacdo de MIP-RAM hibridos em métodos de extracao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACIDO FOLICO

O acido félico € uma vitamina hidrossolavel e pertence ao grupo das
vitaminas do complexo B, sendo também conhecido como vitamina B9, acido
pteroilglutdamico ou 2-amino-4-hidroxi-6-metilenoamino-benzol-L-glutamico. Sua
estrutura pode ser dividida em trés partes: pteridina, acido p-aminobenzdico e

glutamato (Figura 3).*"8

Figura 3 — Estrutura do acido fdlico.
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O éacido félico € uma substancia sintética que possui atividades
similares a dos folatos que sédo encontrados naturalmente. Entretanto, apresenta as
vantagens de ser mais estavel do que os folatos e de ser mais facilmente absorvido
pelo organismo, uma vez que o anel pteridina ndo se encontra reduzido atribuindo-
Ihe uma maior resisténcia quimica. Por este motivo é utilizado para o enriquecimento
de alimentos como farinhas e leites."*

O folato atua como coenzima na reducdo e transformacéo de
unidades de carbono, como também é fundamental para a divisdo celular e sintese
de nucleotideos, purinas e pirimidinas. E extremamente importante na fase
reprodutiva feminina, pois causa um aumento no numero de eritocitos, alargamento
do Gtero, e crescimento da placenta e do feto.'”*° A deficiéncia desta vitamina pode
causar doencas cardiovasculares, alteracdes na sintese do DNA e cromossdmicas,
nascimento de criancas com defeito no tubo neural (devido a deficiéncia da vitamina
no organismo da gestante), desordens neuropsiquiatricas e até mesmo alguns tipos

de cancer.®®
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Os folatos ndo séo sintetizados por mamiferos, deste modo sua
obtencéo é mediada por uma dieta alimentar rica em legumes e verduras. A ingestao
de quantidades adequadas de &cido félico antes da gestacdo e nos trés primeiros
meses de gravidez diminui o risco de mé formacgéo no tubo neural do feto. Mesmo
com todas estas vantagens muitas gestantes ndo tém acesso a quantidades
adequadas de acido folico por ndo possuirem uma dieta adequada, apresentarem
dificuldades de absorcdo da vitamina ou até mesmo pelo modo de preparo dos
alimentos, na qual se pode ter perda da vitamina.**?°

Considerando o efeito benéfico do &cido folico a saude humana, em
especial a formacédo de fetos, o governo brasileiro por meio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tornou obrigatéria a fortificacdo de farinhas de trigo e
de milho com &cido félico, devendo cada 100 g de farinha apresentar pelo menos
150 pg de acido folico de acordo com a Resolucdo RDC n° 15, de 21 de fevereiro de
2000.%*

Fujimori e colaboradores realizaram um estudo de 2001 a 2003 e de
2006 a 2008, visando avaliar o efeito que a fortificacdo de farinhas de trigo e milho
proposta pela ANVISA sobre a reducdo de defeitos do tubo neural (DTN) de bebés
nascidos no estado de Sao Paulo. Os autores observaram reducédo de 35% nos
defeitos do tubo neural (DTN) dos nascidos vivos ap0s a obrigatoriedade da politica
de prevencdo, com destaque para reducdo de 48 e 22% para a anencefalia e
espinha bifida, respectivamente. A encefalocele ndo apresentou reducdo
significativa.?

Além do Brasil outros paises aderiram a recomendacéo de 2003 da
Organizacao Mundial da Saude (OMS) de fortificar farinhas de trigo e de milho com
acido folico. Conforme apresentado na Figura 4, observa-se reducdo significativa
dos defeitos do tubo neural (DTN) em paises que realizaram a fortificacdo das
farinhas de trigo e de milho com acido félico. Entretanto, a comparacao entre as
porcentagens de DTN dos paises foram distintos, possivelmente devido a curva
dose-resposta do acido félico ser linear com um limite terapéutico. Ao analisar a
Figura 4 verifica-se que 0s paises que apresentaram maior e menor porcentagem de
reducdo dos DTN foram a Ardbia Saudita (60,0%) e a Africa do Sul (30,5%),
respectivamente. Esta variacdo pode ser relacionada com a concentracao utilizada

para o enriguecimento das farinhas em cada pais (Arabia Saudita- 16,53 g de AF em
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1000 g de farinha e Africa 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).?*?’

Figura 4 — Representacao grafica da reducdo DTN (%) em alguns paises.
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2.2 MIP (POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS)

Os polimeros molecularmente impressos, ou MIP, do inglés
Molecularly Imprinted Polymers, baseiam-se no reconhecimento molecular, similar
ao sistema enzima-substrato e antigeno-anticorpo, entretanto apresentam as
vantagens de serem mais estaveis em uma ampla faixa de pH e serem relativamente
baratos. Nestes sistemas as macromoléculas possuem sitios receptores seletivos
capazes de efetuar ligacdo com uma molécula na presenca de compostos
similares.”®?® Os MIP s&o obtidos pela interacdo da molécula molde com o
mondmero funcional, na sequéncia € realizada a polimerizacdo e retirada da
molécula molde. Deste modo, o polimero obtido apresentara cavidades seletivas em

forma e tamanho para o analito de interesse, Figura 5.
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Figura 5 — Representacéo de um polimero molecularmente impresso.*
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O éxito da formacédo dos sitios seletivos é dependente dos tipos de
reagentes utilizados no momento da sintese. De modo geral para a sintese de
polimeros organicos deve-se escolher qual serd o melhor solvente porogénico, o
mondmero funcional, o agente de ligac&do cruzada e o iniciador radicalar.*

O solvente porogénico eficaz é aquele capaz de solubilizar todos os
reagentes de sintese e formar poros no material. A escolha de um solvente
porogénico inadequado pode afetar diretamente as caracteristicas texturais (area
superficial, tamanho e volume de poros) do MIP formado, pois sorventes pouco
porosos e com area superficial baixa acabam dificultando a transferéncia de massa
do analito ao sitio seletivo. Normalmente opta-se por utilizar solventes apolares ou
polares apréticos em casos em que a interacdo do mondmero-template ocorre por
ligacdes de hidrogénio (ex: tolueno), mas quando esta interacdo ocorre por forcas
hidrofébicas procura-se utilizar solventes polares préticos (ex: metanol).*

O monomero funcional escolhido necessita ter grupos funcionais
capazes de interagir fortemente com a molécula molde de interesse, pois é a
interacdo mondmero-template a responsavel pela formacdo dos sitios seletivos. O
mondmero funcional é o responsavel pelas propriedades sortivas do polimero
formado, logo quanto maior essa interacdo maior € capacidade do polimero adsorver
seletivamente o analito frente aos constituintes de matriz. Os mondmeros mais
utilizados para o preparo de MIP explorando interacbes ndo covalentes com o
template sdo: o acido metacrilico, o acido acrilico, a acrilamida, o 1-vinilimidazol e a

4-vinilpiridina (Figura 6).%% 3% 32
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Figura 6 — Estrutura (A) acido metacrilico (B) acido acrilico (C)acrilamida (D) 1-
vinilimidazol e (F) 4-vinilpiridina.
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O agente de ligacdo cruzada € o responsavel por estabilizar o
complexo monOmero-template e, consequentemente, manter a estrutura
tridimensional do sitio seletivo formado. Além de atribuir rigidez ao polimero
formado, as caracteristicas de estabilidade térmica e mecénica também sé&o
controladas pelo agente de ligacdo cruzada. Dentre os agentes de ligacdo cruzada
mais difundidos destaca-se o etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA), o trimetilolpropano
triacrilato (TRIM) e o divinil benzeno (DVB). Na sintese de MIP para moléculas
polares aconselha-se utilizar o EGDMA ou TRIM, pois os DVB atribui caracteristicas

muito hidrofébicas ao material (Figura 7).3% %2

Figura 7 — Estrutura (A) etilenoglicol dimetacrilato (B) trimetilolpropano triacrilato e
(C) divinilbenzeno.
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O iniciador radicalar € uma substancia que apresenta capacidade de
formar radicais na presenca de calor ou radiacao ultravioleta, sendo responséavel por
reagir com os grupos vinilicos dos monémeros. Os radicais monomeéricos formados
reagem entre si resultando na formacdo da rede polimérica.®® Os iniciadores
radicalares mais utilizados sdo o 2,2’-azo-iso-butironitrila e o acido 4,4'-azo-bis-(4-
cianopentaendico).**
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2.3 RAM (MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO)

Meios de extracdo mais simples e que envolvam um menor nimero
de etapas no preparo de amostras sao cada vez mais desejados para tornar o
processo mais rapido e diminuir a perda do analito. Deste modo, os métodos de
extracdo direta tém sido cada vez mais estudados, pois minimizam a perda de
amostra, tornam a extracdo mais rapida e minimizam os erros.** Mediante o exposto
tem-se destaque para 0s 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.®® O termo designa particulas que possuem a capacidade
de excluir ou apenas interagir superficialmente com macromoléculas, ocasionando
pequena ou nenhuma interacdo entre as particulas que constituem o material e as
macromoléculas, porém, estes materiais retém em seus poros analitos com massa
molecular pequena. Posteriormente, a eluicdo do analito de interesse é efetuada e o
eluato é injetado no sistema cromatogréfico para quantificacdo.**’

Uma maneira de sintetizar um RAM eficiente na exclusdo de
macromoléculas é inserir grupos hidroxila na superficie do material, criando uma
superficie altamente hidrofilica. Neste caso, como as superficies do RAM e de
macromoléculas (como as proteinas) sédo hidrofilicas, estas sofrem hidratacao e,
como consequéncia, as moléculas de agua na interface RAM-macromolécula
previnem ou diminuem a interacdo das macromoléculas na superficie do RAM.* O
interior dos poros destes RAM possui propriedades hidrofébicas por conter grupos
alquilicos e, portanto, permitem a retencdo de anal