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EFFTING, Leticia Maria. Sintese de polimero magnético molecularmente
impresso usando abordagem semi-covalente de impressao quimica e aplicagao
na pré-concentragcdo de oxitetraciclina. 2023. 149 f. Dissertacdo (Mestrado em
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RESUMO

A oxitetraciclina (OTC), € um antibiético de amplo espectro utilizado para o tratamento
de infecgbes bacterianas na medicina humana e veterinaria, considerada um poluente
emergente devido a presencga de seus residuos em alimentos de origem animal e no
meio ambiente, tornando-se um grave problema de saude publica pelo aparecimento
de microrganismos resistentes a essas substancias. Devido as baixas concentra¢des
em amostras de interesse ambiental e alimenticio, se faz necessaria a implementacao
de uma etapa de pré-concentracao/tratamento de amostras para viabilizar a
determinacao desse antibidtico por técnicas cromatograficas. A extracdo em fase
sélida magnética dispersiva (MDSPE) empregando polimeros magnéticos
molecularmente impressos (MMIPs) tem sido utilizada como uma atraente estratégia,
devido a adsorgao seletiva do analito alvo pelo polimero. Apesar de amplamente
utilizada, a MDSPE usando MMIPs tem sido desenvolvida majoritariamente com
polimeros molecularmente impressos sintetizados via interacdo ndo covalente entre
template e monémero funcional. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um novo método analitico baseado na pré-concentragdo de OTC em
amostras de agua e alimentos usando um polimero magnético molecularmente
impresso (Fe304/SiO2/MIP) e determinagao por HPLC-DAD. O carater inovador do
trabalho baseia-se na sintese semi-covalente, em que o complexo template-
mondmero foi sintetizado pela reagdo do mondémero funcional 3-triethoxisililpropil
isocianato (ICPTES) via ligacdo covalente com a molécula de OTC. A remogao da
OTC por clivagem quimica produziu sitios especificos de reconhecimento de OTC na
superficie do polimero. O polimero ndo impresso (NIP) foi sintetizado substituindo o
complexo OTC-ICPTES pelo (3-aminopropil)trietoxissilano (APTES) com o intuito de
obter os mesmos grupos funcionais do MIP-magnético. Os materiais sintetizados
foram caracterizados por espectroscopia vibracional no infravermelho com reflexao
total atenuada (ATR-FTIR), fisiossor¢do de N2, termogravimetria (TGA), medidas de
magnetizacdo (VSM), difratometria de raios-X (XRD), microscopia eletrbnica de
varredura (SEM) e de transmissao (TEM). Observou-se area superficial especifica de
216,0 m? g-! para Fe304/SiO2/MIP superior ao Fez04/SiO2/NIP (103,6 m? g'). A partir
de estudos de adsorcdo competitiva entre OTC/paracetamol, OTC/hidroquinona,
OTClciprofloxacina, observou-se que o Fe304/SiO2/MIP apresentou maior
seletividade a OTC frente aos concomitantes e em comparacao ao Fe304/SiO2/NIP. A
capacidade maxima adsortiva (CMA) do Fe304/SiO2/MIP é de 8,78 mg g' de OTC em
agua (pH 4,0) e 8,75 mg g' em metanol. Comparado com a CMA de outros MMIPs
para OTC, o resultado obtido no presente trabalho € considerado satisfatério, em
especial pelo reduzido tempo de extragdo (80 s). O método MDSPE ¢é baseado na
pré-concentracao de 40,0 mL de padrao/amostra (pH 4,0) auxiliada por vértex com 10
mg de Fe304/SiO2/MIP durante 60 s. A elui¢ao foi realizada com 400 uL da fase movel
do HPLC, acido oxalico 0,01 mol L-"/acetonitrila (77,5/22,5 v/v). O método apresentou
limite de quantificagdo (LQ) e deteccdo (LD) de 0,26 ug L' e 0,89 ug L7,
respectivamente, e fator de pré-concentracao de 90,44 vezes para a OTC. O método



foi aplicado visando a determinacdo de OTC em amostras de agua e leite com
resultados de recuperacgao variando entre 94,0 — 99,0 %. A avaliacdo dos parametros
analiticos para as demais TCs mostrou que o material apresenta sitios seletivos
complementares em forma, tamanho e distribuicdo espacial as moléculas de TCs,
sendo possivel a determinagao dos analogos estruturais em amostras alimenticias.

Palavras-chave: antibiético; extracdo em fase sélida magnética dispersiva; HPLC-
DAD; amostras alimenticias.
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using semi-covalent chemical imprinting approach and application
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Chemistry) - State University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Oxytetracycline (OTC), a broad-spectrum antibiotic utilized for bacterial infections
treatment in human and veterinary medicine, has been considered an emerging
pollutant due to the presence of its residues in animal-based food and in the
environment, becoming a serious public health problem due to the appearing of
microorganisms resistant to these substances. Due to the low concentrations in
environmental and food interest samples, it is usually necessary to implement a stage
of sample preconcentration/treatment to enable the determination of this antibiotic by
chromatographic techniques. Magnetic dispersive solid phase extraction (MDSPE)
employing magnetic molecularly imprinted polymers (MMIPs) has been utilized as an
attractive strategy, due to the selective adsorption of the target by the polymer.
Although widely utilized, an MDSPE using MMIPs has been developed mostly with
molecularly imprinted polymers synthesized via non-covalent interaction between
template and monomer. The present work had as objective to develop a new analytical
method based on preconcentration of OTC in water and food samples using a
magnetic molecularly imprinted polymer (Fe3O4/SiO2/MIP) and determination by
HPLC-DAD. The innovative feature of this work relies upon semi-covalent synthesis,
in which the template-monomer complex was synthesized by the reaction of the
functional monomer 3-triethoxysilylpropyl isocyanate (ICPTES) via covalent bond with
the OTC molecule. Removal of the OTC by chemical cleavage produced specific OTC
recognition sites on the polymer surface. The non imprinted polymer was synthesized
by replacing the OTC-ICPTES complex for the (3-aminopropyl) triethoxysilane
(APTES) with the goal of obtaining the same functional groups of the magnetic-MIP.
The synthesized materials were characterized by Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy, physisorption N2, thermogravimetry
(TGA), magnetization measurements (VSM), X-ray diffractometry (XRD), scanning
electronic microscopy (SEM) and transmission electronic microscopy (TEM). A specific
superficial area of 216.0 m? g' was observed for Fe304/SiO2/MIP superior to
Fe304/SiO2/NIP (103.6 m? g'). From competitive adsorption studies among
OTC/paracetamol, OTC/hydroquinone, OTC/ciprofloxacin, it was observed that the
Fes304/SiO2/MIP presented greater selectivity to OTC compared to the concomitants
and comparison to Fe304/SiO2/NIP. The maximum adsorption capacity (MAC) of
Fe304/SiO2/MIP was 8.78 mg g de OTC in water (pH 4.0) and 8.75 mg g™" in methanol.
Compared to the MAC of other MMIPs for OTC, the result obtained in the present work
is considered satisfactory, especially due to the reduced extraction time (80 s). The
MDSPE method is based on the preconcentration of 40.0 mL of standard/sample (pH
4.0) vortex-assisted with 10 mg of Fe304/SiO2/MIP during 60 s. The elution was
performed with 400 uL of the mobile phase of the HPLC, oxalic acid 0.01 mol L-
'/acetonitrile (77.5/22.5 v/v). The method presented limit of quantification (LQ) and
detection (LD) of 0.26 ug L-" and 0.89 ug L, respectively, and preconcentration factor
of 90.44 times. The method was applied to determine OTC in water and milk samples
with recovery results ranging from 94.0-99.0 %. The evaluation of the analytical



parameters for the other TCs showed that the material presents selective sites that are
complementary in shape, size, and spatial distribution to the TCs molecules, making it
possible to determine the structural analogues in food samples.

Key words: antibiotic; magnetic dispersive solid phase extraction; HPLC-DAD; food
samples.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -
Figura 11 -
Figura12 -
Figura 13 -
Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

LISTRA DE ILUSTRAGOES

Estrutura quimica das principais TCS.........ccoevvviiiiiiiiieeeeeeeeeiiinn
Representacao esquematica da extragcao em fase solida..............
Representacédo esquematica do método MDSPE ..........................
Estruturas cristalinas das fases de 6xido de ferro..........ccceeeveeeee..
Representagao esquematica da sintese de MIPs...........................
Mecanismos gerais de hidrélise e condensagéo de precursores
de alcoxi-silano para formar silica em (a) condigdes catalisadas
por acido e (b) condigdes catalisadas por base ..........cccccccceeeee.
Representacdo esquematica dos procedimentos de sintese dos
MALEIIAIS ... .. it
Procedimento de sintese do Fe304 pelo método de
coprecipitagdo quimicade Fe2+ e Fe3+............ccooeiiiiiiiiiiccciin,
Procedimento de sintese do revestimento do éxido de ferro com
Silica (FE304/SIO2).....uuui e
Procedimento de formacgao do complexo OTC-ICPTES ................
Estrutura do (3-aminopropil) trietoxissilano.................cccoeevvninnnnnnn.
Preparo da amostra de leite para aplicagao do método MDSPE ...
Espectros de ATR - FTIR da OTC, ICPTES e do complexo OTC-
ICPTES ...
Espectros de ATR-FTIR do Fe304 e Fe304/SiO2 ..........ccccuuune....
Espectro de ATR-FTIR do Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP...
Isotermas de adsorcdo e dessorcao do Fe304, Fe304/SiO2,
Fe304/Si0O2/MIP-OTC, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP .......
Curvas termogravimétricas para o Fe304, Fe304/SiO2,
Fe304/Si0O2/MIP-OTC, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP .......
Curvas de magnetizaggo do Fe304, Fe304/Si02 e
Fe304/SiO2/MIP, Fe304/SiO2/NIP (No detalhe da parte inferior
direita, € possivel observar a pequena histerese obtida para
Cada UM dEIES)..ceiii i
Fe304/SiO2/MIP sem e com aproximagdo de um campo

magneético externo, respectivamente...........cccccceeiiiiiiiiiiiicieee,



Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

Figura 34 -

Difratogramas de raios X para o Fe304, Fe304/SiO2,
Fe304/SiO2/MIP e FE304/SIO2/NIP ......cooevveeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 89
Micrografias eletronica de transmissdo para o Fe304 com
aproximacgodes de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivamente ....... 91
Micrografias eletrénica de transmissao para o Fe304/SiO2 com
aproximacgodes de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivamente ....... 91
Micrografias eletrbnica de transmisséo para o Fe304/SiO2/MIP
com aproximagbes de a) 50k, b) 150k e c) 250k,
FESPECHVAMENTE ... oo 92
Micrografias eletrénica de transmissao para o Fe304/SiO2/NIP
com aproximagdes de a) 50k, b) 150k e c) 250k,
reSPeCtivVamMENT ........ovieiiie e 92

Micrografias eletronica de varredura para o Fe304 com

aproximacodes de 5000, 10000 e 20000 vezes..........cceevveeeeeeennnnnnn. 94
Micrografias eletrénica de varredura para o Fe304/SiO2 com
aproximacoes de 5000, 10000 e 20000 vezes..........cceevveeeeeeernnnn... 95
Micrografias eletrénica de varredura para o Fe304/SiO2/MIP
com aproximacgodes de 5000, 10000 e 20000 vezes...........ccccuunn.... 96
Micrografias eletronica de varredura para o Fe304/SiO2/NIP
com aproximacoes de 5000, 10000 e 20000 vezes....................... 97

Percentuais de adsorgcdo da OTC pelos materiais Fe304/Si0O2,
Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP nos solventes H20, ACN e

IMEOH ...t a e e e e eeaeas 98
Estrutura molecular e grupos funcionais de pKa da OTC ............ 100
Diagrama de especiacao da OTC em fungdo do pH.................... 100
Percentuais de adsorcdo da OTC pelo Fe304/SiO2/MIP em

diferentes valores de pH .........oooveiiiiiii i 101

Férmula estrutural da OTC a) e dos interferentes escolhidos,
paracetamol (b) hidroquinona (c) e ciprofloxacina (d) .................. 103
Influéncia do tempo de contato entre Fe304/SiO2/MIP e
Fe304/SiO2/NIP com solugéo de OTC 2,0 mg L-1 em agua (pH

4,0) e metanol no processo de adSOrga0 ..........coevvvvvveiieeeeeereennns 105



Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Figura 39 -

Figura 40 -

Figura 41 -

Figura 42 -

Figura 43 -
Figura 44 -

Figura 45 -

Modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem,
Elovich e Difusao Intraparticula aplicados aos dados cinéticos
para o Fe304/SiO2/MIP, em H20 (pH 4,0) e MeOH ................... 107
Modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem,
Elovich e Difusao Intraparticula aplicados aos dados cinéticos
para o Fe304/SiO2/NIP, em H20 (pH 4,0) e MeOH..................... 108
Isoterma de adsorg&o com aplicagdo do modelo de Langmuir,
Freundlich e Langmuir-Freundlich para um e dois sitios de
adsorgao para o Fe304/SiO2/MIP em agua (pH 4,0) e metanol..115
Influéncia da massa do Fe304/SiO2/MIP na adsorgédo de OTC ..117

Influéncia do tempo de voértex na adsorgdo da OTC pelo

FE3O4/SIO2/MIP ...ttt 118
Porcentagem de eluicdo da OTC pelo Fe304/SiO2/MIP em
diferentes SOIVENTES ... 119

Influéncia do volume do solvente de eluicdo da OTC do
FE3O4/SIO2/MIP ...ttt 120
Curvas analiticas sem a etapa de pré-concentracéo (A) e com a
etapa de pré-concentragao (B).........cccoevviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 121
Cromatogramas de aplicagao do método MDSPE ....................... 125
Curvas analiticas sem a etapa de pré-concentragéo (A) e com a
etapa de pré-concentragao (B)........cccoevviieiiiiiiiiiiee e 127

Aplicagdo do método MDSPE em amostras de leite para TCs ....132



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisicos-quimicas das TCS........ccccoeevviiiiiiieiiiicieeeennnnn. 27
Area superficial, volume médio de poro e diametro médio de poro
para o Fe304, Fe304/Si02, Fe304/SiO2/MIP-OTC,
Fe304/SiO2/MIP e FE304/SIO2/NIP ..o 81
Parametros magnéticos obtidos pela analise de medida
(g F=To | 1= (o= TR 87
Parametros cristalograficos para o Fe304, Fe304/SiO2,
Fe304/SiO2/MIP e FE3O4/SIO2/NIP .......cccccvvieiieiiee e 90
Parametros relacionados ao efeito de impressdo para OTC e
PAraCetamMOl ........cooeeiieeiee e 103
Parametros relacionados ao efeito de impressao para OTC e
RIAroqQUINONA ... 103
Parametros relacionados ao efeito de impressédo para OTC e
(o3 o] o] o)1= e - T 104
Parametros preditos pelos modelos de cinética de adsorgao da
OTC em Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP em agua (pH 4,0)
€ MELANON ... 112
Parametros preditos pelos modelos de isoterma para adsorgao
da OTC em Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP em agua (pH
4,0) € MELANOI .....eeeii i 114
Comparagcédo da capacidade adsortiva de polimeros
molecularmente impressos utilizados para adsor¢cdao de TCs
descritos na literatura............ooooveiiiiii i 116
Comparacado de parametros analiticos para determinagao de
OTC utilizando diferentes MIPs magnéticos e determinagao por
[ | IO B D PP 123
Aplicacdo do método de pré-concentracdo em MDSPE para
analise de residuos de OTC em amostras superficiais ................ 123
Concentragao de OTC encontrada em trés diferentes marcas de
[eite UHT DOVINO.....coouiiiiii e 124
Parametros relacionados a seletividade para OTC e anéalogos

ESITULUNIS .o 126



Tabela 16 - Parametros analiticos do método MDSPE para os demais
analogos estruturais das TCS.......cccooeeiiiiiiiiiiiicce e, 128

Tabela 17 - Precisdo do método MDSPE para os analogos estruturais das

Tabela 18 - Concentracdao de TCs encontrada em trés diferentes amostras
de leite UHT bovinodamarca A .........ccooeiviiiiiiiiiii e, 130



ANVISA

APTES

ICPTES

CTC

DC

DMSO

Fe304
Fe304/Si02
Fe304/Si02/MIP

Fe304/SiO2/NIP

IUPAC

HPLC-DAD

LD
LMRs
LQ
MF
MIP

MDSPE

MMIP
NIP
oTC
POEs
SPE
TC
TCs

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria;

(3-aminopropil) trietoxissilano;

3-triethoxisililpropil isocianato;

Clorotetraciclina;

Doxiciclina;

Dimetilsulfoxido;

Oxido de ferro;

Oxido de ferro com protecéo de silica;

Polimero molecularmente impresso na superficie do éxido de ferro
com protecao de silica;

Polimero nao impresso na superficie do 6xido de ferro com
protegao de silica;

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International
Union of Pure and Applied Chemistry);

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (High Performance Liquid Chromatography Diode Array
Detector);

Limite de deteccao;

Limites maximos de residuos;

Limite de quantificacao;

Monoémero funcional;

Polimeros molecularmente impressos (Molecularly Imprinted
Polymer);

Extracdo em fase solida magnética dispersiva (Magnetic
dispersive solid phase extraction);

Polimero magnético molecularmente impresso;

Polimero néao impresso (Non Imprinted Polymer);
Oxitetraciclina;

Poluentes emergentes;

Extracdo em fase sodlida (Solid phase extraction);

Tetraciclina;

Tetraciclinas;



TEOS Tetraetoxisilano;
PPO Modelo de pseudo-primeira ordem;

PSO Modelo de pseudo-segunda ordem.



2.1
2.2
2.3
24
25
2.6
2.7

4.1
4.2
4.3
4.3.1
43.2
4.3.3

434
4.4
4.5
451
452
453

454
455

SUMARIO

INTRODUGAO ... 20
FUNDAMENTAGAO TEORICA ..........coovoeieeeeeeeee e 24
ANTIBIOTICOS ..eeeeeeeeeettiee e e e e e e et ettt e e e e e e e e e eeeaeaa e e e e eeeeeeeennnnnaeeeeaeeeennnes 24
TETRACICLINAS (TCS) .. eiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 25
OCORRENCIA DE RESIDUOS DE TCS ...cooiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A DETERMINAGAO DE TCS ....... 32
MATERIAIS MAGNETICOS ...uuiieeeeiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeennnaaseeeeeeeeeesnnnnaaeeeeaeeeeesens 36
POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS .....ccuvuuiiieieeeereeeiniiniaeeeeeeeeeeenens 39
POLIMEROS MAGNETICOS MOLECULARMENTE IMPRESSOS ........cvvvviiiieeeennnnns 48
OBJETIVOS GERAIS ... 54
OBUJETIVOS ESPECIFICOS ....cciiiiiiiieeeeeeeeeeiiie ettt e e e e e e e e e e 54
PARTE EXPERIMENTAL ... 55
REAGENTES E SOLUGOES ... .iituieiteceeteeeet e e et e e et e e e et e e et e e eaaaeeeaneees 55
INSTRUMENTAGAO ......cietieeeet e e et e et e et e e e e e e et e e e e e eaae e e eraeeeeannns 55
PROCEDIMENTO DE SINTESE DOS MATERIAIS ......cuvviiiiiieeeeeeeeeniiieeeeeeeeeeeeanns 56
Sintese do Oxido de Ferro (FE304) ..o 57
Protecdo do Oxido de Ferro com Silica (Fe304/Si02).......ccccceeveenn.... 58
Polimerizacdo na Superficie do Oxido de Ferro com Silica

(FESOA/SIO2IMIP) ...t 59
Sintese do Polimero Nao Impresso (Fe304/SiO2/NIP)..........cccceeeene... 60
CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS .....uvvvirireeeeeeeesannrrneneeeess 61
EXTRACAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA DISPERSIVA......cccovvveeeeeiiieeeeeeenn, 62
Influéncia do Solvente na Adsor¢do da OTC.......ccooveiiiiiiiiiiiiiiie e 62
Influéncia do pH na Adsor¢ao da OTC ........coovviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 63
Avaliagao do Efeito de Impressdo Quimica do Fe304/SiO2/MIP para

= 1 O OSSP URRRRRRPP 63
Cinética de AdSOIGAOD. ......cceeeiiiieiiie et e e e 64

Isotermas de AdSOIrGAO........cooiiiieiiiiie e e e 67



4.6
4.6.1

46.2
4.6.3
4.7

4.8

4.8.1
4.8.2
4.8.3

5.1
5.1.1

5.1.2
5.1.3
5.1.4
5.1.5
5.1.6
5.1.7
5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3

524
5.2.5
5.3

5.3.1

5.3.2

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS RELATIVOS AO METODO MDSPE ............... 70

Influéncia da Massa e do Tempo de Vortex na Adsorgao da OTC pelo

dO FE3OA/SIO2/MIP ...t 70
Influéncia na Natureza e do Volume do Solvente de Eluigcéo.................. 70
Determinacao dos Parametros Analiticos.........c.cccooviviiiiiiiiiiiiiieeeii 71

APLICACAO DO METODO MDSPE EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL E

AVALIACAO DA SELETIVIDADE E DOS PARAMETROS ANALITICOS FRENTE AOS

ANALOGOS ESTRUTURAIS DAS TCS ..uuviiiiiiieeiiiiiiiiiiieee e 74
Avaliagao da Seletividade.............oovuiiiiiiiiiice e 74
Parémetros Analiticos para os Analogos Estruturais.............cccccccuuneeeee 74
Aplicagdo do Método MDSPE paras as TCs em Amostras de Leite ...... 75
RESULTADOS EDISCUSSOES ..........c.ccoooviieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 76
CARACTERIZAGCAO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS ....cevvniirineeeeieeeereeeerieeeenns 76

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho com Reflexdo Total

Atenuada (ATR-FTIR)....oeiiiii ittt 76
FiSIOSSOrGA0 de N2.......eiieeeeee e 81
Analise TermogravimeétriCa ...........uoviiiiiiiii e 83
Medidas de MagnetizaGa8o.............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 85
Difrag80 de RaIOS X.....uuiiiii e e e e eeaees 88
Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM) ...........cccccvveiiieiiiininnnnn, 91
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)............ccoooiiiiiiiiiiiieeiiieenn, 93
EXTRACAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA DISPERSIVA......cccvveeiveeeiiieeeeies 97
Influéncia do Solvente de Adsor¢do da OTC.......cooviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 97
Influéncia do pH na Adsorcdo da OTC .........ooovviiiiiiiiiiiieceee e, 99
Avaliacao do Efeito de Impressdo Quimica do Fe304/SiO2/MIP para

A 0T C e 100
Cinética de AdSOIGAOD. ........ceeeiieiiie et e e e e 105
Isotermas de AdSOIGAOD.......ccoviiiiieeeiii e 113
OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS RELATIVOS AO METODO MDSPE............... 117

Influéncia da Massa e do Tempo de Vértex na Adsorcao da OTC pelo
FEBOA/SIOZ2/MIP ...t 117

Influéncia da Natureza e do Volume do Solvente de Eluicéo............... 118



5.3.3
5.4
5.5

5.5.1
5.5.2
5.5.3

Determinacao dos Parametros Analiticos.........c.cccoveiiiiiieiiiiiciiiieceennn. 120
APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL E DE LEITE..123
AVALIACAO DA SELETIVIDADE E DOS PARAMETROS ANALITICOS FRENTE AOS

ANALOGOS ESTRUTURAIS DAS TCS ..ot 126
Avaliacio da Seletividade..............oeeiiiiiiiiiii e 126
Parametros Analiticos para os Analogos Estruturais............ccccccoeeee. 127
Aplicagdo do Método MDSPE para as TCs em Amostras de leite ....... 129
CONCLUSAD. ... 134

REFERENCIAS ... ... 136



20

1. INTRODUCAO

Os antibidticos sao substancias quimicas utilizadas para o tratamento de
doencas infecciosas na medicina humana e veterinaria e em alguns casos como
promotores de crescimento animal na pecuaria (OMUFEREN, MASEKO e
OLOWOYO, 2022). Essas substancias tém despertado uma crescente preocupag¢ao
cientifica no que se refere aos seus potenciais efeitos adversos. A baixa absorg¢ao
pelo sistema digestivo por humanos e animais € o uso excessivo, a ocorréncia de
residuos em alimentos de origem animal e no meio ambiente devido a excregao pela
urina e fezes, bem como pelo descarte incorreto, representam um risco a saude
publica devido ao desenvolvimento de microrganismos resistentes (PEREIRA-MAIA
et al., 2010; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; MANYI-LOH et al., 2018).

Uma das classes de antibidticos amplamente consumidas sao as tetraciclinas
(TCs), na qual estao inclusas a tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), clorotetraciclina
(CTC) e doxiciclina (DC). Possuem uma estrutura quimica muito semelhante e
apresentam uma ampla atividade antimicrobiana contra doengas agudas causadas
por bactérias gram-positivas e gram-negativas, alguns fungos e protozoarios, pois
atuam inibindo a sintese de proteinas de forma irreversivel (ERDEM, OZTEKIN E SAG
ACIKEL, 2021; DAGHRIR e DROGUI, 2013).

Por representar um risco de saude publica, visando regulamentar o consumo e
reduzir seu uso excessivo principalmente na medicina veterinaria, 6rgdos de
fiscalizagdo mundial estabeleceram limites maximos de residuos (LMR) para
quantidade unica ou total de TCs em alimentos de origem animal (BARALLA et al.,
2021), porém n&o ha no Brasil e no mundo, legisla¢des referentes a ocorréncia de
residuos em matrizes ambientais.

A fim de identificar e quantificar essas substancias, a técnica analitica oficial
para a analise de residuos de TCs pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) é a cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC (do inglés High
Performance Liquid Chromatography) (FENG et al., 2016; CAPRIOTTI et al., 2012,
PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018). Porém, cabe salientar que em geral, as técnicas
analiticas de detecgao sao geralmente associadas as etapas de pré-tratamento da
amostra antes da analise instrumental devido a complexidade da matriz alimentar e

ambiental e a concentragao relativamente baixa de TCs.
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Dentre os diversos métodos de preparo de amostras empregados para a
extracao e limpeza de TCs, a extracdo em fase sélida dispersiva (DSPE) consiste em
adicionar um adsorvente em uma amostra liquida para que seja extraido o analito de
interesse, sem a necessidade de formagdo de coluna e condicionamento do
adsorvente como na extragdo em fase solida (SPE). Com o sélido disperso, ha um
aumento da superficie de contato entre o adsorvente e o analito, garantindo maior
interacao entre eles. Para a separacao das fases liquida e sdlida no processo de
adsor¢cdo e dessorgdo € necessario uma etapa de filtracdo e centrifugagao,
aumentando o tempo de preparo da amostra (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2015).

Em contraponto, a extracdo em fase solida magnética dispersiva (MDSPE)
consiste na dispersdo de particulas magnéticas em solugdo contendo o analito, que
facilitada por agitagéo vigorosa retém o analito na superficie do material. Apds a etapa
de adsorgao, com o auxilio de um campo magnético externo, as particulas magnéticas
contendo o analito adsorvido s&o separadas do restante da solugdo e agitadas
novamente na presenga de um pequeno volume de eluente. Novamente, com o auxilio
de um campo magnético externo, as particulas séo separadas da solugéo do eluente,
que posteriormente € utilizado para determinacao do analito (SILVA et al., 2016).

Dentre as particulas magnéticas sintetizadas para diferentes finalidades
relatadas na literatura, uma das mais utilizadas € a magnetita (FesO4). A magnetita é
um material ferrimagnético contendo ferro em dois estados de oxidagdo, FeO?*) e
Fe2030%), facilmente oxidado e vulneravel a perda de magnetismo. Assim, manter a
estabilidade das particulas magnéticas por um longo tempo, sem aglomeragao e
precipitacdo ou perda de magnetismo séo pontos importantes para a aplicagdo do
material (MENDONCA et al., 2019). Uma alternativa é proteger a magnetita, sendo
uma das possibilidades a funcionalizagdo da superficie com materiais inorganicos,
como a silica, evitando a degradacao das particulas magnéticas e funcionalizando a
superficie com grupos silanol (Si-OH), que podem usados para modificacbes na
superficie (MENDONCA et al., 2019; SPELTINI et al., 2017).

A possibilidade de realizar modificagdes na superficie da silica permite a
sintese de polimeros molecularmente impressos sobre estes materiais. Os MIPs (do
inglés, Molecularly Imprinted Polymer) sao amplamente empregados como
adsorventes seletivos para a pré-concentracao e separagao de substancias organicas

em diversas matrizes, devido a sua alta seletividade, boa estabilidade, baixo custo e
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facil preparacdo (MARFA et al., 2021; ANSARI, 2017; CHEN et al., 2016; MARTIN-
ESTEBAN, 2013; TARLEY, SOTOMAYOR e KUBOTA, 2005).

Para a produgcdo de um material polimérico molecularmente impresso,
incialmente ha a formac&o de complexos de interagéo entre o template, geralmente o
analito de interesse, e 0 mondmero funcional (MF) na presengca de um solvente
porogénico (solvente criador de poros). Apos a polimerizagéo, a remocao do template
do polimero pode ser realizada com lavagem de solventes especificos ou por meio de
clivagem quimica, resultando na liberagdo de sitios de ligagdo que séao
complementares em forma, tamanho e funcionalidades do analito de interesse ou
analogos estruturais (MARFA et al., 2021; CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014;
TARLEY, SOTOMAYOR e KUBOTA, 2005).

A capacidade de reconhecimento molecular do MIP é investigada em relagéo
ao polimero nao impresso (NIP, Non Imprinted Polymer). O NIP é sintetizado nas
mesmas condi¢des do MIP, porém sem a adi¢cao do template, funcionando como um
polimero controle (MARFA et al., 2021; CHEN et al., 2016; MARTIN-ESTEBAN, 2013;
TARLEY, SOTOMAYOR e KUBOTA, 2005). Os MIPs podem ser sintetizados
utilizando diferentes metodologias, que influenciam nas caracteristicas do polimero
final e sdo utilizadas dependendo da aplicagdo desejada (CHEN et al., 2022).

O tipo de interacao estabelecida entre o template com o MF é um parametro
importante na etapa de sintese do material. As interagdes podem ocorrer de forma
covalente, nao-covalente e semi-covalente. A ligagdo semi-covalente consiste
estabelecer uma ligagdo covalente entre o template e o MF durante a sintese,
enquanto a religacdo do template ao MF é baseada em ligagcbes ndo covalentes.
Dessa maneira, este método alia as vantagens de alta afinidade e especificidade da
ligacdo covalente, como o controle rigoroso da localizagdo do grupo funcional e
distribuicdo mais uniforme dos sitios de ligacdo, com as condicbes de reduzir a
restricdo cinética no processo de religagao da sintese nao covalente (EFFTING et al.,
2022; MARFA et al., 2021; CHEN et al., 2016; ZHAN et al., 2013).

Visando facilitar o processo de adsorgao e eluigao do analito, a combinagao de
materiais magnéticos com MIPs demonstra-se muito vantajosa. Polimeros magnéticos
molecularmente impressos (MMIPs) sdo materiais sintetizados na presenca de
particulas magnéticas. O material resultante confere propriedade sinérgicas de ambos
os materiais, incluindo alta seletividade e boa estabilidade, e sdo adequados para a

adsorcao especifica e separacao rapida do material do meio de analise por um ima
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externo sem necessidade de uma etapa de centrifugacdo (MARFA et al., 2021;
ANSARI, 2017; KAISER et al., 2016; CHANG, CHEN e LI, 2012).

Trabalhos envolvendo a sintese de polimeros magnéticos molecularmente
impressos (MMIPs) para moléculas de TCs sao reportados na literatura. Embora
tenham sidos alcancgados resultados satisfatérios na determinacéo de TCs, os MMIPs
relatados sdo majoritariamente por interagao nao covalente entre o template e o MF.
Desta forma, a sintese semi-covalente para TCs ainda é inexplorada. Um MMIP
sintetizado por estratégia de ligagdo semi-covalente apresenta vantagens
especialmente no seu desempenho seletivo e formacéao de sitios mais uniformes, além
da facil separacao do adsorvente do meio de analise.

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar um novo MMIP para TCs, por
meio da abordagem semi-covalente através da ligagdo termicamente reversivel entre
OTC (template) e 3-triethoxisilil propil isocianato (ICPTES) (mondémero funcional) e
desenvolver um método de pré-concentragdao usando MDSPE. Os materiais foram
caracterizados por espectroscopia vibracional no infravermelho com reflexao total
atenuada (ATR-FTIR), fisiossor¢ao de N2, analise termogravimétrica (TGA), medidas
de magnetizagcao (VSM), difracdo de raios-X (XRD), microscopia eletrénica de
transmissao (TEM) e de varredura (SEM). Foram realizados estudos cinéticos, de
isotermas de adsorgao e seletividade para OTC a fim de obter uma visdo sobre o
mecanismo de adsor¢cado entre o adsorvente e o adsorvato. Ainda, foi estudada a
influéncia dos parametros na MDSPE, visando a aplicacdo do método desenvolvido

na quantificacdo de TCs em amostras alimenticias e de agua superficial.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sao substancias quimicas produzidas naturalmente ou
sinteticamente, usados de forma bacteriostatica para inibir o crescimento bacteriano
ou de forma bactericida para eliminar as bactérias, sendo classificados com base em
seus efeitos e eficacia como antibioticos de amplo ou estreito espectro. Amplamente
empregados na medicina humana no tratamento de diversas doengas, na medicina
veterinaria na profilaxia dos animais e em ragdes concentradas para promover o
crescimento melhorando a eficacia de converséo alimentar (HAULISAH et al., 2022;
BARALLA et al., 2021; MANYI-LOH et al., 2018).

Sao considerados poluentes emergentes (POESs) pois apresentam potencial de
causar efeitos adversos ao meio ambiente e aos seres humanos. Definidos como
substancias quimicas naturais ou sintéticas, organicos e inorgéanicos, os POEs estéo
presentes em uma variedade de produtos comerciais como medicamentos, produtos
de uso veterinario e de higiene, agrotdxicos, entre outros, e detectados em
concentragdes da ordem de microgramas (ug) a nanogramas (ng) por litro (L'1). A
presenca de farmacos em matrizes ambientais apresenta um conjunto de desafios
que precisam ser estudados sobre os reais impactos a saude humana e ambiental
(BARALLA et al., 2021; AHMED et al., 2021; CHENG et al., 2021).

Os residuos de farmacos, como os antibidticos, atingem matrizes ambientais
de diversas maneiras, seja pelo descarte incorreto de medicamentos, uso intensivo
na medicina veterinaria e/ou pela remocéao incompleta nas estacdes de tratamento de
esgotos. Ainda, apos sua utilizagao, tanto na medicina humana como na veterinaria,
os medicamentos sdo excretados pelos seres vivos diretamente para o ambiente,
sendo transportados para os corpos hidricos, ou, quando as excre¢des sao coletadas
e tratadas, passam por estagdes de tratamento de esgoto (BARALLA et al., 2021;
AHMED et al., 2021; CHENG et al., 2021; TRAN et al., 2019).

Nestas estacbes de tratamento, geralmente os residuos ndo sao removidos
completamente devido a processos de tratamento destinados a remoc¢ao de matéria
organica, ndo contemplando a remogao de antibidticos e assim estas substancias
acabam alcangando o meio ambiente. Uma vez no meio ambiente, sdo capazes de

entrar nas cadeias alimentares aquaticas e terrestres. Por esta razdo, uma grande
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quantidade de antibiéticos € encontrada em aguas e solos com consequentes efeitos
indesejaveis nos ecossistemas e na saude humana e animal, incluindo o
desenvolvimento de resisténcia de microrganismos a antibioticos (BARALLA et al.,
2021; AHMED et al., 2021).

No Brasil e no mundo, houve um grande aumento na produgao e consumo
destes medicamentos, surgindo preocupagdes em torno deste tema. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS - do inglés World Health Organization, WHO) tem promovido
politicas mundiais sobre estas problematicas principalmente quanto ao uso de
antibiéticos. Os padrbées de consumo na medicina veterinaria variam entre os paises
do mundo, alguns antibidticos que sao proibidos em alguns paises ainda sao
comercializados em outros (KLEIN et al., 2018).

Estima-se que cerca de 100.000 a 200.000 toneladas de antibidticos estado
sendo consumidas em todo o0 mundo por ano, sendo que 0 maior consumo ocorre em
paises de baixa e média renda, como o Brasil (OMUFEREN, MASEKO e OLOWOYO,
2022). No ultimo relatério da OMS sobre a vigilancia do consumo de antibioticos
correspondente aos anos de 2016 — 2018, o Brasil apresentava um consumo de
aproximadamente 22,8 Doses Diarias Definidas (DDDs) por cada 1000 habitantes por
ano (WHO, 2018).

Uma crescente preocupagao cientifica no que se refere aos potenciais efeitos
adversos das classes das tetraciclinas, aminoglicosideos, B-lactéamicos, lincosamidas,
macrolideos e sulfonamidas, tem despertado atencdo em face da baixa absorgao pelo
sistema digestivo por humanos e animais e o uso excessivo (PEREIRA-MAIA et al.,
2010; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; MANYI-LOH et al., 2018).

2.2 TETRACICLINAS (TCs)

Os medicamentos antibacterianos pertencentes a classe das tetraciclinas
(TCs), surgiram em meados do século XX, e até os dias atuais sdo empregados em
grandes quantidades na medicina humana e veterinaria. As TCs constituem uma
classe de antibiéticos naturais, produzidos por diversas espécies de Streptomyces
(bactérias Gram-positivas filamentosas encontradas no solo), ou semi-sintéticos.
Possuem amplo espectro contra alguns protozoarios e fungos, e contra uma grande

variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, pois atuam por meio da
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inibicdo da sintese proteica ao se ligar na subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos (ERDEM et al., 2021; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Em 1945, a clortetraciclina (CTC) primeiro membro da familia das TCs, foi
descoberta por Benjamin Duggar. Produto da fermentacdo natural da bactéria
Streptomyces aureofaciens, recebeu o nome comercial de Aureomicina® em
referéncia ao seu microrganismo precursor. Logo em seguida, a segunda TCs foi
isolada, conhecida pelo nome comercial de Terramicina®, a oxitetraciclina (OTC) é
produzida pela bactéria Streptomyces rimosus. Em 1953, por meio de processos
bioldgicos e quimicos, obteve-se a molécula de tetraciclina (TC) que possui a estrutura
mais simples dessa familia de antibacterianos (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Nos anos seguintes, varios membros da familia das TCs foram descobertos e
sintetizados. Atualmente a literatura relata a existéncia de varias TCs naturais ou semi-
sintéticas disponiveis comercialmente, porém as mais utilizadas séo a clortetraciclina
(CTC), doxiciclina (DC), oxitetraciclina (OTC) e a tetraciclina (TC). Na Figura 1 esta

apresentada a estrutura quimica das principais TCs.

Figura 1. Estrutura quimica das principais TCs

H;C CH H.C
~Nh o 03 3
CHy OH

_CH,
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Fonte: Adaptado de (MOOKANTSA, DUBE e NINDI, 2016; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).
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As substancias quimicas pertencentes a classes das TCs possuem uma
estrutura quimica muito semelhante. Derivadas de um nucleo comum contendo quatro
anéis interligados, trés grupos funcionais periféricos e radicais adjacentes, diferindo
entre si pelos grupos funcionais destes, os quais sdo responsaveis pela variedade de
substancias desta classe. As TCs sao classificadas em varios grupos de geragao.
A primeira geragéo sao as drogas de ocorréncia natural, incluindo a CTC, OTC e TC,
e asegunda geragado sdo as tetraciclinas semi-sintéticas, como a DC (SCARIA,
ANUPAMA e NIDHEESH, 2021).

As TCs tém valores distintos de pKa que resultam em moléculas com cargas e
densidades diferentes e dependentes da faixa de pH, que influéncia na
permeabilidade da molécula pelas membranas bioldgicas, ocasionando a absorgao
das TCs pelas células bacterianas. S&o consideradas fortes agentes quelantes, uma
vez que a quelacdo do ion metalico divalente é essencial para a atividade microbiana
do antibiético (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

S3ao0 substancias quimicas cristalinas de cor amarela. Possuem solubilidade em
agua, menor solubilidade em alcool e s&o insoluveis em solventes orgénicos. As
propriedades distintas das TCs sao fornecidas pelo grupo hidroxila fendlico (C-OH),
grupo dimetil amino (-N(CHs)2), grupo acilamino (-CONH2) e o sistema de dupla
ligacao ceto-enol conjugado (DAI et al., 2020). As moléculas de TCs contém tanto a
porcao deficiente em elétrons (grupos amino e enona) quanto a porgao rica em
elétrons (anel fendlico) (SCARIA, ANUPAMA e NIDHEESH, 2021). As propriedades

fisico-quimicas das principais TCs sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisicos-quimicas das TCs

Férmula Massa molecular Log pKat  pKaz pKas  Solubilidade em
molecular (g mol ) Kow agua (mg L")
CTC C22H23ClO0sN2 478,8 -3,6 4,5 7.8 9,8 630
DC C22H24N20s 444 4 -0,02 3,0 7.9 9,2 630
OTC C22H2409N2 460,4 -0,9 3,4 7,5 9,9 310
TC C22H2408N2 444 4 -1,18 3,3 7,7 9,7 231

Fonte: SCARIA, ANUPAMA e NIDHEESH, (2021).

Os trés valores de pKa atribuidos as TCs conferem as moléculas diferentes
caracteristicas de acordo com o pH do meio em que se encontram. Em valores abaixo

de pKa1 as TCs estdo predominantemente em sua forma cationica, no intervalo entre
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pKat e pKa2z assumem a forma de zwitteridnica, e valores acima de pKaz2 ocorre o
predominio da forma molecular aniénica. Apresentam alta solubilidade em agua e
menor coeficiente de particdo octanol-agua que definem seu carater hidrofilico
(DAGHRIR e DROGUI, 2013).

As TCs fazem parte do grupo de antibiéticos que ao longo dos anos, devido ao
uso indiscriminado na pecuaria tem levantado grandes preocupag¢des quanto a
qualidade dos alimentos de origem animal, incluindo carne bovina e suina, peixes,
leite e ovos, disponiveis para o consumo humano. A contaminagédo desses alimentos
oferece risco a saude humana, podendo causar efeitos nocivos, tais como reacdes
alérgicas, danos ao figado, amarelecimento dos dentes, disturbios gastrointestinais,
entre outros. Além disso, o consumo de alimentos contaminados com residuos de TCs
podem induzir o aumento de microrganismos resistentes (PEREZ-RODRIGUEZ et al.,
2018).

Visando resguardar a saude humana dos efeitos adversos de antibidticos
varias autoridades reguladoras, como Codex Alimentarius, Food and Drug
Administration e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabeleceram
niveis de tolerancia ou limites maximos de residuos (LMRs) para substancias usadas
como medicamentos veterinarios em animais destinados a alimentagdo. A
Comunidade Europeia define que LMR ¢é a concentragdo maxima de residuo de um
produto veterinario presente em alimentos de origem animal, que pode ser ingerido
diariamente sem apresentar qualquer risco toxicolégico a saude humana sendo
expressos em mg kg~' ou pg kg™' (DAl et al., 2020; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

No Brasil, a ANVISA estabeleceu os LMRs para quantidade unica ou total de
TCs em alimentos de origem animal, variando de acordo com a parte animal a ser
consumida. Os LMR permitidos pela ANVISA sado baseados nos indicados pelo Codex
Alimentarius, 6rgado de referéncia mundial para consumidores, produtores e
processadores de alimentos, agéncias nacionais de controle e outras partes
interessadas  no comeércio internacional de alimentos, reconhecidos
internacionalmente como as medidas mais adequadas para a protecdo da saude do
consumidor (ANVISA, 2022; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

A ANVISA, no Documento base para a discussédo regulatéria dos Limites
Maximos de Residuos, na mais recente atualizagdo da Instrugdo Normativa — IN N°

162, de 1° de julho de 2022 — estabelece a ingestao diaria aceitavel (IDA) e os limites
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maximos de residuos (LMR) para insumos farmacéuticos ativos (IFA) de
medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (ANVISA, 2022).

Paraas TCs (CTC, DC, OTC e TC), o 6rgéo estabelece valores de LMR de 200
ug kg' em musculos de bovinos, suinos, de aves, camarado e peixes. Em figado de
bovinos, suinos e aves o LMR permitido € de 600 ug kg™', e em rins de bovinos e
suinos o LMR ¢é de 1200 ug kg'. Para residuos em leite bovino a legislagdo permite
limites de até 100 ug L', e em ovos o LMR permitido é de 400 ug kg-'. Os valores s&o
definidos para as moléculas em combinagéo ou isoladas (ANVISA, 2022).

Ainda, no Brasil, a Instrugdo Normativa 26/2009 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) confere que as TCs s&o de uso exclusivo em
produtos antimicrobianos de uso veterinario, sendo proibida a sua utilizacdo como
aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho animal ou como conservantes de
alimentos para animais (MAPA, 2009).

Por outro lado, o monitoramento de residuos de TCs em aguas superficiais,
subterraneas e para consumo, além de efluentes domésticos, hospitalares e
industriais, tanto no Brasil quanto no mundo apresenta-se insuficiente, uma vez que
nao ha legislagdo vigente que estabeleca um limite maximo permitido ou uma
concentracao toleravel destas substancias quimicas em matrizes ambientais (PUPIN,
2021; LIMA et al., 2017; COLACO, PERALTA-ZAMORA e GOMES, 2014).

2.3 OCORRENCIA DE RESIDUOS DE TCs

O destino ambiental e o comportamento de substancias como os farmacos
dependem de sua taxa de degradacao, capacidade de sorgao, lixiviabilidade e
fotoestabilidade. As principais vias de transporte dos TCs no meio ambiente sao as
industrias farmacéuticas, hospitais, consumo humano e uso veterinario (SCARIA,
ANUPAMA e NIDHEESH, 2021).

O comportamento das TCs em humanos e animais varia de acordo com sua
classe. As TCs de primeira geracao sao administradas por via oral, enquanto as
de segunda geragédo podem ser administradas por via oral ou intravenosa. As TCs de
primeira geragao sdo menos lipofilicas e, portanto, tém menor penetragéo nos tecidos,
na faixa de 25 a 60 %, sendo que a presenca de metais e refeigdes ricas em proteinas,
carboidratos e gorduras podem inibir a absorcao, aconselhando-se consumir estas

com o estdbmago vazio. A segunda geragao de TCs, sdo administradas por via oral ou
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intravenosa e possuem lipofilicidade melhorada e maior absor¢cao (AGWUH e
MACGOWAN, 2006).

Seresshti et al., (2021), analisaram amostras de agua de diferentes regides do
Ird e detectaram a ocorréncia de residuos de TCs. Em agua do mar foram detectados
21,5 ug L™ de OTC, 28,4 ug L' de TC e 32,3 ug L™ de DC, e em agua de regides
agricolas 29,8 ugL™'de OTC, 54,4 ugL™"de TC e 55,4 ug L' de DC foram detectados.
Em outro estudo, Sereshti, Karami e Nouri, (2021), detectaram a presengca DC em
agua do mar costeira (5,5 yg L"), agua de jardinagem (4,3 ug L™") e amostras de agua
mineral (3,3 yg L") de diferentes regides geograficas do Ira, e atribuiram a
contaminagdo das aguas superficiais principalmente a descarga de efluentes
de aguas residuais nao tratadas.

Huang et al., (2019), analisaram em aguas e sedimentos de seis rios urbanos
em Guangzhou, no sul da China, a ocorréncia de nove antibiéticos, estando entre
estes as TCs. A CTC foi detectada em concentragbes na faixa de 0,22 — 64,3 ng L™’
eaOTC até 175 ng L™". Deng, Li e Ying, (2018), analisaram a presenca de antibiéticos
em aguas superficiais de onze rios de Hong Kong, e verificaram a ocorréncia da TC
em concentragdes até 35,5 ng L.

As TCs, quando aplicadas na medicina veterinaria, ndo sao completamente
metabolizadas e absorvidas pelo organismo animal, desta forma podem ser
eliminadas pela urina e fezes e serem detectadas em efluentes e estrume de animais.
A pecuaria e as atividades agricolas representam uma das principais fontes de
contaminagao de solos, aguas superficiais e subterraneas por TCs. A utilizagcdo na
veterinaria e na aquicultura pode resultar na deposi¢cao de residuos nos produtos
alimenticios (LIU et al., 2018; BURKE et al., 2016).

Zhi et al., (2018), detectaram as quatro TCs em efluentes de fazendas de
porcos na China, sendo que as TCs foram encontradas em concentragdes mais altas
que os demais antibidticos analisados (130,67 ug L™' de CTC, 82,59 ygL"'de OTC e
8,58 uyg L' de TC). Pereira et al., (2015), detectaram residuos de OTC em
concentragbes médias de 5,5 ng L™' em sistemas de aquicultura em Portugal. Os
autores relataram que mesmo que em baixos niveis, a ocorréncia de antibidticos e a
resisténcia de microrganismos € um problema de saude publica, e que programas de
monitoramento de ocorréncia devem ser implantados em todo mundo pelas entidades

de saude.
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A presenca de residuos de TCs em alimentos de origem animal indica falha no
cumprimento das boas praticas veterinarias. Por este motivo, € inegavel a
necessidade de monitorar a presenga destas substancias em matrizes alimenticias,
visando garantir a prote¢do do consumidor e cumprimento das exigéncias dos érgaos
reguladores.

Kumar, Panda e Sharma, (2022), avaliaram a presenga de antibidticos em
amostras de leite cru e pasteurizado comercializadas na india. As concentracées de
OTC variaram de 31,5 a 150,6 ug L. Trés amostras de leite cru continham residuos
de OTC acima do limite de tolerancia (100 ug L'). Mohebi et al., (2020), analisaram
em amostras de leite comercializadas no Ira residuos de TCs, e a OTC foi encontrada
nas concentragdes de 15, 30 e 43 ug L' em trés amostras.

Moudgil et al., (2019), analisaram amostras de leite vendidas em comércio local
da india, e encontraram residuos de TC variando as concentragdes entre 72,6 — 85,1
pug L' e de OTC na faixa de 62,7 — 177,0 ug L' em amostras de leite de grandes
fazendas. Em amostras de leite de médias fazendas, residuos de TC variando as
concentragdes entre 72,6 — 122,6 ug L' e de OTC na faixa de 62,7 — 148,4 ug L
foram quantificados. Em amostras de pequenas propriedades residuos de TC entre
60,1 — 149 uyg L' e de OTC na faixa de 55,5 — 170,0 ug L' foram detectados. Ambas
as TCs foram encontradas acima do LMR (100 ug L") permitido pelos érgdos de
controle nos diferentes lugares de producao. Os autores alertaram que a ocorréncia
de residuos de TCs no leite acima do LMR estabelecido € motivo de preocupacgao e a
exposicao diaria dos consumidores aos residuos através da ingestao de leite pode
resultar em efeitos adversos significativos em sua saude a longo prazo.

As TCs também foram detectadas em amostras de ovos comercializadas na
China por Song et al., (2014). Os autores relataram que em uma amostragem de 30
ovos, 4 ovos apresentaram residuos de TC, porém nao especificaram a concentracao
encontrada, apenas apontaram que os valores encontrados foram abaixo do LMR
permitido (200 pg Kg'). Jiménez et al., (2011), analisaram amostras de ovos
produzidas em uma fazenda experimental do Institute of Agrifood Research and
Technology (IRTA), no qual quarenta e cinco galinhas poedeiras foram divididas em
grupos, em que um grupo nao recebeu nenhuma droga veterinaria e o outro grupo
recebeu uma dose diaria de 150 mg kg' de peso corporal de DC na agua por um

periodo de cinco dias. As amostras do grupo controle estavam livres de qualquer
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residuo de DC. As amostras colhidas durante o tratamento DC estavam contaminadas
com 3800 ug kg ~'. Amostras finais corresponderam aos ovos retirados apds o
periodo de caréncia no tratamento, e continham 147 ug kg ~' de residuo de DC, muito
acima dos valores de LMR permitidos evidenciando a necessidade de boas praticas
veterinarias.

Assim, diante da ocorréncia de residuos de TCs em amostras ambientais e
alimenticias, diferentes estratégias estdo sendo exploradas para um monitoramento
facil, rapido, sensivel e seletivo destes antibidticos por meio de métodos de preparo
de amostras para extragao, pré-concentracao e quantificacdo em diversas matrizes

por técnicas analiticas instrumentais.

2.4 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A DETERMINAGAO DE TCs

Na literatura, técnicas analiticas sao relatadas a fim de identificar e quantificar
TCs. A cromatogréfica liquida de alta eficiéncia, (do inglés: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), é considerada a técnica oficial para analise de residuos de
TCs em produtos alimenticios pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
(PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; FENG et al., 2016; CAPRIOTTI et al., 2012).
Outras técnicas como a espectrofotometria, voltametria, eletroforese capilar, ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e luminescéncia também s&o relatadas (PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2018).

Cabe salientar que, em geral, as técnicas analiticas sdao geralmente associadas
as etapas de pré-tratamento da amostra antes da analise instrumental devido a
complexidade da matriz alimentar e ambiental, e a concentragéo relativamente baixa
de TCs. A dificuldade dos métodos de extracdo e limpeza para analise em matrizes
que contenham muitas substancias interferentes reside na necessidade de eliminar
0s principais componentes da matriz que podem interferir na determinacdo das
substancias investigadas. Essa dificuldade levou ao desenvolvimento de estratégias
para a extragdo e pré-concentragdo de residuos de TCs nestas matrizes (PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2018).

Os principais métodos de preparo de amostras empregadas para a extragao de
TCs e limpeza da amostra incluem a extragao liquido-liquido (do inglés: liquid-liquid
extraction, LLE), microextragao liquido-liquido dispersiva (do inglés: dispersive liquid-
liquid microextraction, DLLME), extragéo assistida por ultrassom (do inglés: ultrasound
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assisted extraction, UAE), extracado em fase soélida (do inglés: solid phase extraction,
SPE), extragcao em fase sdlida dispersiva (do inglés: dispersive solid phase extraction,
DSPE), extragao em fase solida magnética dispersiva (do inglés: magnetic dispersive
solid phase extraction, MDSPE) (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; FENG et al., 2016;
CAPRIOTTI et al., 2012).

A SPE é o método de preparo de amostra mais empregado para limpeza,
extracao e pré-concentragédo de poluentes emergentes, como as TCs, em niveis de
concentragdo muito baixos. O principio basico da SPE, conforme ilustrado na Figura
2, consiste em aplicar uma solugao que contenha os analitos (amostra) em uma fase
sélida (adsorvente) com a capacidade de reter o analito. O adsorvente em SPE é
condicionado em cartuchos ou colunas e os analitos a serem extraidos s&o
particionados entre a fase sélida e a fase liquida, e estes devem ter uma maior
afinidade pela fase sélida do que pela matriz. Apds a separagao, o analito € eluido do
adsorvente geralmente com o menor volume possivel do solvente de eluigao
(RIDGWAY, LALLJIE e SMITH, 2007).

Figura 2. Representagao esquematica da extragao em fase sélida
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Fonte: Adaptado de ANDRADE-EIROA et al., (2016).

O meétodo SPE apresenta algumas vantagens incluindo a facilidade de
automacao, boas recuperacdes, elevada capacidade de pré-concentragao do analito

e disponibilidade comercial de muitos equipamentos. Porém, apresenta desvantagens
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relacionadas ao tempo elevado de analise, altos custos dos cartuchos e dos
dispositivos comerciais, entupimento de cartuchos dependendo da amostra utilizada
e 0 empacotamento do material dentro das colunas pode dificultar o processo de
difusdo do analito da fase liquida para a fase sodlida, necessitando de quantidades
superiores de adsorvente. Além disso, comparado com técnicas mais modernas como
a DLLME, DSPE e MDSPE apresenta maior consumo de solvente organico (ZHOU et
al., 2020; RIDGWAY, LALLJIE e SMITH, 2007).

Diversos trabalhos na literatura descrevem o uso do método SPE para a
extracao de residuos de TCs em matrizes complexas (LI et al., 2022; FENG et al.,
2016b; XU et al., 2016; LV et al., 2015; LIU et al., 2013; THANASARAKHAN et al.,
2011; FRENICH et al., 2010; JING et al., 2009; MAMANI, REYES e RATH, 2009; SUN
et al., 2009; NIKOLAIDOU, SAMANIDOU e PAPADOYANNIS, 2008; SANTOS,
DUARTE e ESTEVES, 2007; WANG, YANG e CHENG, 2007; HELLER et al., 2006;
BRUNO et al., 2002; CARSON, NGOH e HADLEY, 1998).

Andloga a SPE, a DSPE consiste em adicionar um sélido adsorvente em uma
amostra liquida para que sejam extraidos os analitos alvos, sem a necessidade de
formacao de coluna ou condicionamento do adsorvente. Assim, com o adsorvente
disperso na amostra ha um aumento da superficie de contato entre o adsorvente e o
analito, proporcionando maior interagao entre eles (RIDGWAY, LALLJIE e SMITH,
2007). Os procedimentos DSPE s&o poucos relatados na literatura para a extragéo de
TCs (PHOMAI et al., 2023; PANG et al., 2021; CASTILLO-GARCIA, AGUILAR-
CABALLOS E GOMEZ-HENS, 2015; KARAGEORGOU et al., 2014; MU et al., 2012),
uma vez que ha a dificuldade de isolar a fase sélida da fase liquida, necessitando de
etapas de centrifugacao e filtragcdo, aumentando o tempo de operagdo do método
(SPELTINI et al., 2017).

Visando superar esta desvantagem, a MDSPE surge como uma alternativa de
método de preparo de amostras. Uma representacdo esquematica da MDSPE é

apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Representagao esquematica do método MDSPE
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Fonte: Adaptado de CHERKASHINA et al., (2020), e SILVA et al., (2016).

No procedimento MDSPE a fase solida magnética e fase liquida sao
adicionadas a tubos e submetidas a uma agitagao vigorosa, distribuindo o adsorvente
uniformemente, que interage com a matriz e facilita o processo de adsorgao do analito.
O adsorvente é separado do meio de analise com a aplicagdo de um campo magnético
externo, geralmente um ima, e as particulas magnéticas contendo o analito adsorvido
sdo separadas do restante da solugdo e novamente agitadas vigorosamente na
presenca de um pequeno volume de eluente. Posteriormente, com o auxilio de um
ima as particulas sdo novamente separadas da solugdo do eluente e o mesmo
utilizado para posterior determinagdo do analito empregando técnicas analiticas
(ANSARI, 2017).

A MDSPE possui vantagens como uma rapida difusdo do analito da solugao
para o adsorvente, alta relacido entre area, espacgo e volume, reutilizagdo do material
adsorvente, pré-concentragao do analito de interesse e consumo minimo de solventes
organicos em comparagdo com a SPE tradicional (ANSARI e KARIMI, 2017). Na
literatura, trabalhos envolvendo adsorventes magnéticos para determinagao de TCs
sao encontrados em diversas matrizes (ZEB et al., 2021; YU e FAN, 2017; YAKOUT
e EL-HADY, 2016; CHENG et al., 2012; IBARRA et al., 2011; RODRIGUEZ et al.,
2010; CHEN et al., 2009).

Uma variedade de adsorventes com propriedades magnéticas sao utilizados
para MDSPE e a escolha deve ser feita de acordo com a matriz alimentar, os analitos
e as substéancias interferentes da qual se pretende analisar (AZZOUZ et al., 2018). Os
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materiais magnéticos mais amplamente relatados na literatura sao os 6xidos de ferro,

principalmente na forma de magnetita (Fe3Oa).

2.5 MATERIAIS MAGNETICOS

O desenvolvimento de particulas magnéticas possibilitou a aplicagdo em
diferentes materiais para a pré-concentracdo, extracdo e deteccdo de diversos
compostos. Entre os diversos tipos de materiais magnéticos, o 6xido de ferro nas
formas de magnetita (Fe3O4) e maghemita (y-Fe203) tém sido amplamente aplicados
(SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2015). Estes materiais, utilizando-se de suas
propriedades magnéticas, possibilitam o adsorvente de ser manipulado por um campo
magnético externo, permitindo a separagdo deste do meio de analise, sem
necessidade de uma etapa de filtragcao ou centrifugagcdo (CHANG, CHEN e LI, 2012).

Na natureza subsistem varios tipos de 6xidos de ferro, os mais comuns séo
magnetita (FesO4), maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe20s3), nos quais a estrutura
cristalina dos trés oxidos pode ser definida em termos de planos compactos de anions
de oxigénio com cations de ferro em sitios intersticiais octaédricos ou tetraédricos,
como demonstrado na Figura 4 (WU, HE e JIANG, 2008).

Figura 4. Estruturas cristalinas das fases de 6xido de ferro

(a) Hematita (b) Magnetita (c) Maghemita
Preto: Fe?*; Verde: Fe3®*; Vermelho: OZ.

Fonte: Adaptado de WU et al., (2015).

A hematita (a-Fe203) é estavel em condigbes ambientais, podendo ser utilizada
como material de partida para a sintese da magnetita e maghemita. E um

semicondutor do tipo n, com um bandgap de 2,3 eV, onde a banda de condugéao é
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composta de orbitais d vazios de Fe3* e a banda de valéncia consiste em orbitais de
campo cristalino 3d ocupados de Fe3* com mistura dos orbitais ndo ligantes de O 2p.
Como demonstrado na Figura 4a, os ions Fe®" ocupam dois tercos dos sitios
octaédricos que sdo confinados pela rede de O compactada de forma hexagonal (WU
et al., 2015; ZHANG et al., 1993).

A magnetita (Fe3O4) tem a estrutura espinélio cubico de face centrada, diferindo
da maioria dos outros éxidos de ferro por conter ferro bivalente e trivalente. O Fe3O4
tem uma estrutura que consiste em uma matriz cubica compacta de ions de 6xido,
onde todos os ions Fe?* ocupam metade dos sitios octaédricos e os Fe3* sao divididos
uniformemente pelos sitios octaédricos restantes e pelos sitios tetraédricos. Assim,
FesO4 pode ser um semicondutor do tipo ne p. No entanto, FesOs4 tem a menor
resistividade entre os oxidos de ferro devido ao seu pequeno bandgap (0,1 eV) (WU
et al., 2015; BOXALL et al., 1996).

A estrutura da maghemita (y-Fe203) é cubica. Os anions de oxigénio dao
origem a um arranjo cubico compacto, enquanto os ions férricos sdo distribuidos em
sitios tetraédricos (oito ions Fe por célula unitaria) e sitios octaédricos (os ions Fe
restantes e vacancias). Portanto, a maghemita pode ser considerada como uma
magnetita totalmente oxidada, e € um semicondutor do tipo n com um bandgap de 2,0
eV (WU et al., 2015).

O oxido de ferro na forma de magnetita (FesO4) € o material mais empregado
em materiais adsorventes devido a sua biocompatibilidade, forte
superparamagnetismo, boa atividade catalitica e procedimento de sintese facil
(MARFA et al., 2021). Muitas rotas de sintese tém sido relatadas na literatura para
preparar Oxido de ferro, como a coprecipitacdo, decomposicido térmica e
microemulsdo. A sintese por coprecipitacdo é o método mais empregado por trabalhos
relatados na literatura (FRANCISQUINI, SCHOENMAKER e SOUZA, 2015).

O método de coprecipitagdo € a sintese mais simples e eficiente para a
obtencao de particulas magnéticas. Consiste em uma mistura estequiométrica de ions
férricos e ferrosos em meio aquoso com pH basico de hidréxido de sddio (NaOH) ou
hidréxido de amdénio (NH4OH), em atmosfera inerte a temperatura ambiente ou
temperatura elevada, demonstrado pelas rea¢des abaixo (RASHID et al., 2020;
FRANCISQUINI, SCHOENMAKER e SOUZA, 2015).
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Fe3* + OH — Fe(OH)3
Fe(OH)s » FeOOH + H20
Fe?*+ 2 OH — Fe(OH)2
2 FeOOH + Fe(OH)2 — Fes04] + 2 H20

Na estrutura da magnetita, o ion ferro esta presente em dois estados de
oxidagao (FeO*) e Fe203(*), com estrutura inversa de espinélio e com ions Fe nos
intersticios octaédricos, estes sdo responsaveis pela magnetizagado de saturagao e
pelo comportamento magnético do material. Contudo, a magnetita pode perder
gradualmente suas propriedades magnéticas quando submetida ha um meio de
reagdes com pH inferior a 4,0, devido a facilidade de oxidagao de ferro (lI) em ferro
(1) (MENDONCA, et al., 2019).

Assim, manter a estabilidade destes materiais por longos periodos, sem
aglomeracéo, precipitagdo ou perda das propriedades magnéticas, sdo questbes
fundamentais para a aplicagdo. Uma das estratégias é a funcionalizagao da superficie
do 6xido de ferro com materiais organicos e inorganicos (MENDONCA et al., 2019;
WU, HE e JIANG, 2008). Essa alteragao de superficie ndo apenas fornece diversos
grupos funcionais, mas também estabiliza as particulas magnéticas e promove sua
dispersdo em diferentes matrizes de amostra. A funcionalizagédo do 6xido de ferro com
materiais inorganicos é geralmente realizada com silica, metais, ndo metais, 6xidos
de metais e sulfetos. O 6xido de ferro com a estrutura funcionalizada pode exibir novas
propriedades fisicas e quimicas que serao essenciais para diversas aplicagbes (WU,
HE e JIANG, 2008).

A funcionalizagdo com silica é a forma mais comum para a preparacao de
particulas de 6xido de ferro funcionalizado. Em geral, as particulas magnéticas sao
revestidas em uma rede de silica, originando as particulas de Fe304/SiOz2, e embora
os grupos de hidroxila estejam na superficie do 6xido de ferro, Fe304/SiO2 sdo mais
comumente usados porque a camada de SiO2 protege o nucleo magnético da
oxidagdo ou dissolugdo em reagbes seguintes. Além disto, a protecdo de silica
minimiza a formagdo de aglomerados e aumenta a biocompatibilidade destes
materiais. Os grupos silanois na superficie da silica proporciona a funcionalizagéo da
superficie para posteriores modificagdes. E valido ressaltar que embora a protegdo

com silica possa diminuir a magnetizacdo do o6xido de ferro, as propriedades
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magnéticas do material ainda permanecem inalteradas para uma posterior aplicagao
(MARFA et al., 2021).

Entretanto, estes adsorventes ndao apresentam seletividade ao analito de
interesse, fator importante para os métodos de preparo de amostras. Considerando
que a funcionalizagdo do 6xido de ferro com silica possibilita efetuar modificagdes na
superficie do material, uma atraente estratégia para melhoria de seletividade é a
combinagdo de materiais magnéticos com polimeros molecularmente impressos (do
inglés: molecularly imprinted polymers, MIPs) (MARFA et al., 2021; ANSARI, 2017).

2.6 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

Os materiais adsorventes conhecidos por polimeros molecularmente impressos
(MIPs) tem sido utilizados de forma recorrente na extragdo seletiva de diversas
classes de substancias conhecidas, como poluentes emergentes, em amostras
complexas ambientais (4gua e solo), fluidos bioldgicos e alimentos (MARFA et al.,
2021; AZIZI e BOTTARO, 2020). Os MIPs sao materiais reticulados sintetizados com
uma estrutura tridimensional polimérica, a qual apresenta locais de reconhecimento
molecular especificos complementares em forma, tamanho e grupos funcionais com
o analito alvo (template), e que permitem a ligagdo de modo seletivo ou especifico
(MUSTAFA, KEIROUZ e LEESE, 2022; CHEN et al., 2022; MARFA et al., 2021;
BHOGAL et al., 2021; AZIZI e BOTTARO, 2020).

A sintese dos MIPs, consiste em solubilizar a molécula molde (template), o
mondémero funcional (MF), agente de ligagao cruzada e o iniciador radicalar em um
solvente porogénico. Durante o processo de impressdo, o template forma um
complexo estavel com o MF que é posicionado espacialmente ao redor do template e
a posicao é fixada pela polimerizagao. Por fim, o polimero obtido € uma matriz com
poros possuindo cavidades com estrutura tridimensional. Assim, a remogado do
template do polimero por lavagem com solventes especificos ou por meio de clivagem
quimica, resulta na liberagao de sitios de ligagdo que sdo complementares em forma
e tamanho ao template (MUSTAFA, KEIROUZ e LEESE, 2022; CHEN et al., 2022;
MARFA et al., 2021; BHOGAL et al., 2021).

O polimero resultante reconhece e se liga seletivamente ao template, que
geralmente é o analito de interesse. O MIP sintetizado é quimicamente estavel,

robusto e resistente a uma ampla faixa de pH, solventes e temperatura. A capacidade
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de reconhecimento molecular do MIP é investigada em relagédo ao polimero nao
impresso (do inglés: Non Imprinted Polymer, NIP). Este material é sintetizado nas
mesmas condi¢cdes do MIP, porém sem a adicdo do template, funcionando como um
polimero controle. A classificagdo da impressdo molecular é normalmente feita de
acordo com a natureza das interagbes entre o MF e o template durante a
polimerizacdo (MUSTAFA, KEIROUZ e LEESE, 2022; CHEN et al., 2022; MARFA et
al., 2021; BHOGAL et al., 2021). Na Figura 5 € observado um esquema de sintese
dos MIPs.

Figura 5. Representagcao esquematica da sintese dg MIPs
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Fonte: Adaptado de MARFA et al., (2021).

Atualmente, as pesquisas na area de tecnologia de impressao quimica tém sido
voltadas para obtencdo de novas rotas de sintese visando melhorias no desempenho
adsortivo e seletivo do adsorvente. A aplicagcdo do material sintetizado é fator
importante a ser considerado e a escolha dos reagentes adequados é essencial para
a obtencao de um adsorvente com as propriedades desejadas (CHEN et al., 2016).

Nos processos de impressao molecular a escolha do template € de extrema
importancia. O template deve ser quimicamente inerte, ter um grupo funcional
adequado para interagir com o MF selecionado e ser estavel sob as condigbes de
polimerizagao, como alta temperatura e irradiagcao UV. A remocgao do template apos a
polimerizacao também representa um fator critico na escolha. Para facilitar a remocao,
o MIP geralmente é lavado com solugdes basicas ou acidas, ou com uma mistura de

solventes. Em algumas sinteses, pode ser necessario o aquecimento da solugéo de
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lavagem para remocéo do template e o emprego de mais de uma etapa de limpeza
(CHEN et al., 2022; CHEN et al., 2016; DENG e WANG, 2014).

O mondmero funcional é o responsavel pelas interacbes nos sitios de
impressdo, ou seja, € o responsavel por fornecer grupos funcionais para o
reconhecimento especifico ao polimero, por meio das interagdes entre o template e o
MF. Os volumes usados sado geralmente em excesso com relagédo ao numero de mols
do template, favorecendo a formagao da cavidade. Porém, o uso em excesso de MF
pode aumentar a quantidade de ligagdes nao especificas, o que diminui a seletividade
do MIP (CHEN et al., 2022; CHEN et al., 2016; DENG e WANG, 2014).

A escolha dos solventes porogénicos € ditada pela natureza da interagao do
template com o MF, e desempenham um papel importante na polimerizagéo, pois
atuam como meios de dispersdo e agentes formadores de poros. A polaridade do
solvente pode afetar a interacéo entre o template e o MF e, portanto, as propriedades
de adsor¢cao do MIP, especialmente em sistemas de interacdo nao covalentes. A
escolha adequada do solvente porogénico no complexo pré-polimerizagao favorece a
formacdo de um MIP macro ou microporoso, pois 0 solvente ndo deve provocar
interferéncias na interacao template-MF pois caso isso acontega, pode haver a
formacao de sitios de reconhecimento pequenos e pouco seletivos. Sendo assim, a
baixa afinidade entre o solvente porogénico e o MF resultara na formagao de poros
maiores que favorecem a transferéncia de massa do analito aos sitios seletivos
(CHEN et al., 2022; SPELTINI et al., 2017).

Cai e Gupta, (2004), descreveram a sintese do primeiro polimero
molecularmente impresso para moléculas de TCs, no qual o MIP foi preparado usando
acido metacrilico como monémero funcional, TC com template e etileno glicol
dimetacrilato (EGDMA) como reticulador. Os autores observaram que o MIP
apresentou maior afinidade para a TC do que o NIP, porém o material adsorvente
exibia uma liberagao lenta quando saturado com a molécula template de TC e este
nao foi aplicado em amostras reais, porém apresentou potencial de ser aplicado na
liberacdo controlada do analito.

Suedee et al., (2004), desenvolveram o segundo MIP para moléculas de TCs
relatado na literatura. Este foi sintetizado visando avaliar a possibilidade de introduzir
o reconhecimento multiplo de MIPs usando uma mistura de TC e seus produtos de
degradagao como templates. Os resultados deste estudo mostraram que a impresséao

simultdnea com TC e seus produtos de degradacdo como template geraram a
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seletividade do material polimérico ao grupo de TCs. A alta afinidade para as TCs da
membrana fabricada, aliada a sua rapida e simples fabricagdo, ofereceram boas
possibilidades para sua aplicacdo em processos de separacao de TCs.

A primeira aplicagdo em amostras reais de um MIP para TCs foi estudada por
Caro et al., (2005). Os pesquisadores desenvolveram um MIP para SPE (MISPE)
sintetizado pela abordagem nao covalente usando TC e OTC como template e acido
metacrilico como MF. Os materiais sintetizados foram aplicados em protocolos de
SPE como adsorventes seletivos e o efeito de impresséao e a seletividade dos MIPs
foram confirmados para as moléculas template. Assim, o material adsorvente foi
aplicado para a extracao direta de TC e OTC de extratos de tecido renal de porco,
com recuperagdes na auséncia de uma etapa de limpeza de 66 % e 69 %,
demonstrando a aplicabilidade MIPs em amostras bioldégicas complexas.

O aprimoramento da impressao molecular na sintese de novos materiais
adsorventes apresenta diferentes abordagens para descrever as interagdes
existentes entre template e o MF. As interagdes podem ser estabelecidas por ligagdes
covalente, ndo-covalente e semi-covalente.

A sintese com impressao covalente utiliza-se de uma ligagdo covalente
reversivel para ligar o template com o MF. Apds a polimerizagao, a ligacao covalente
€ quebrada para liberar o template do polimero e formar a cavidade seletiva no
material impresso, e no processo de religagao, o template se associa novamente por
meio da mesma ligacédo covalente ao MIP. Uma das vantagens desta abordagem é
que a estequiometria dos complexos template-MF permite a sintese de polimeros com
grupos de ligacao localizados exclusivamente nas cavidades impressas, diminuindo a
probabilidade de ligacdes ndo especificas (CHEN et al., 2022; MARFA et al., 2021).

Além disso, devido a alta estabilidade dos complexos durante a polimerizagao,
as redes poliméricas resultantes possuem uma distribuicdo homogénea do sitio de
ligacao e seletividade maior do que as outras abordagens. Contudo, esta abordagem
nao é muito utilizada pois o processo de religagao é lento e ha um numero pequeno
de compostos com as funcionalidades necessarias para esta sintese, tornando-se
bastante limitada devido a ligagédo covalente resultar em ligagao e dissociagao lenta,
dificultando a extracdo do template, sendo necessario em muitos casos,
procedimentos de hidrélise na eluicdo (CHEN et al., 2022; MARFA et al., 2021; AZIZI
e BOTTARO, 2020; MARTIN-ESTEBAN, 2013; MAYES e WHITCOMBE, 2005).
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A sintese nao covalente € o método mais utilizado para sintese de MIPs devido
sua simplicidade, grande numero de mondmeros funcionais capazes de formar
ligagdes ndo covalentes e a facilidade de remocdo do template do polimero. E
baseada na formagédo de interacbes ndo covalentes (ligagbes de hidrogénio,
interacdes idnicas, forcas de van der Walls) entre o template e o MF antes da
polimerizagdo, e que também irdo atuar no processo de religacdo do template.
Contudo, as interagdes template e MF s&o regidas por um processo de equilibrio e, a
fim de deslocar o equilibrio para a formagéao do complexo template-MF, uma grande
quantidade de MF é utilizada e, consequentemente, o excesso de monémeros livres
€ incorporado aleatoriamente na matriz polimérica, levando a distribuigdo heterogénea
de diametros de particulas e sitios de ligacdo no polimero (CHEN et al., 2022; MARFA
et al., 2021; AZIZI e BOTTARO, 2020; MARTIN-ESTEBAN, 2013; MAYES e
WHITCOMBE, 2005).

Uma tentativa de aliar as vantagens das técnicas de sintese covalente e néo
covalente, € a impressdao molecular semi-covalente. Esta sintese combina uma
ligacdo covalente durante a polimerizagdo, enquanto a religacdo do template é
baseada em ligagdes n&o covalentes. Desta maneira, este método alia as vantagens
de alta afinidade e especificidade da ligagdo covalente, como o controle rigoroso da
localizagao do grupo funcional e distribuicdo mais uniforme dos sitios de ligagdo, com
as condi¢cdes de reduzir a restrigdo cinética no processo de religagéao e facilitar o
processo de eluicdo do analito da sintese n&o covalente (CHEN et al., 2022; MARFA
et al., 2021; AZIZI e BOTTARO, 2020; CHEN et al., 2016).

Uma outra vantagem da sintese semi-covalente, &€ que devido a variedade de
interagcdes estabelecidas entre o template e o MF antes do processo de polimerizagao
e durante o uso do polimero, uma proporcdo menor de template e MF é necessario
para garantir um polimero final com a melhor impressao. A razdo molar entre o
template e o MF usado € pequena, geralmente 1:1 ou 1:2, enquanto para a sintese
nao-covalente, as razbes geralmente variam de 1:4 a 1:8, dependendo da afinidade
do template com o MF (BELTRAN et al., 2010). Porém, a desvantagem como na
sintese covalente, esta relacionada aos poucos MF adequados e a necessidade de
realizar etapas adicionais na sintese para formar o complexo template-MF (MARFA et
al., 2021).

A sintese semi-covalente foi introduzida pela primeira vez por Whitcombe et al.,

(1995), que sintetizaram um MIP com o MF éster 4-vinilfenilcarbonato se ligando
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covalentemente a molécula template de colesterol durante a polimerizagao. A ligagao
estabelecida entre o template-MF neste caso, foi clivada por hidrélise basica,
resultando na perda de CO:z e na formacdo de um sitio de reconhecimento nao
covalente do MF contendo o grupo fendlico, capaz de interagir com o colesterol nos
experimentos de religacao por ligagdes de hidrogénio.

A estratégia de impressdo semi-covalente também foi empregada para a
sintese de MIPs para moléculas como compostos aromaticos policlorados (LUBKE,
WHITCOMBE e VULFSON, 1998), triazinas (CACHO et al., 2006), testosterona (HE
et al., 2008) estrona (Kl et al., 2002; YANG et al., 2004; KI e CHANG, 2006; WANG
et al., 2009), dietilestilbestrol (JUNG et al., 2010), fendis (Ql et al., 2010), orange |l
(ZHAN et al., 2013), bisfenol A (YANG et al., 2015; GUNEY e GUNEY, 2017) e
colesterol (EFFTING et al., 2022).

Os isocianatos (caracterizados por conter um grupo funcional com atomos -
N=C=0) sao os MF mais empregados em sinteses de MIPs por abordagem semi-
covalente para os diferentes templates. A reagao para formacao do complexo
template-MF ocorre pela reagéo entre o grupo isocianato do MF com o grupo fenol do
template, formando uma ligagao uretana estavel a temperatura ambiente, mas que em
altas temperaturas pode sofrer uma clivagem. Para a remocao do template, no
procedimento de clivagem térmica, uma mistura de dimetilsulféxido (DMSO) e agua
em altas temperatura é utilizada, pois nestas condi¢gdes a quebra da ligagao uretana
€ favorecida e assim, o grupo isocianato dissociado é convertido a um grupo amino
na presenca de agua (Kl et al., 2002; KI e CHANG, 2006; WANG et al., 2009; GUNEY;
GUNEY, 2017; EFFTING et al., 2022).

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para a sintese de MIPs. A escolha
do procedimento é influenciada pelas caracteristicas que se deseja do material com
vistas a sua aplicagéo (CHEN et al., 2022).

A polimerizagao por radicais livres (FRP) € um dos mecanismos de sintese
mais populares e bem desenvolvidos usados na preparagao de MIPs sendo utilizado
em diferentes métodos de impressao, incluindo polimerizagdo por precipitacao,
emulsao e em suspensao, e polimerizagao em superficie. A sintese por polimerizagao
de radicais livres envolve um MF que contenha uma dupla ligagdo, e o crescimento
da cadeia polimérica ocorre devido a ruptura dessa dupla ligagdo. Dessa forma os MF
sdo adicionados, um por um, a cadeia polimérica. As principais vantagens desse tipo

de polimerizagdo é que esta pode ocorrer em condi¢cdes brandas de reagdao, como
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pressdo e temperatura ambiente, por exemplo (CHEN et al., 2022; TARLEY,
SOTOMAYOR e KUBOTA, 2005).

No método de polimerizacédo superficial, o template e 0 monémero funcional
sdo solubilizados em solvente porogénico formando um complexo pré-polimerizado, e
em seguida, a polimerizac¢ao é realizada na superficie de um substrato sélido (silica,
quitosana, magnetita etc.). Posteriormente é realizada a remoc¢do do template da
camada polimérica por métodos fisicos ou quimicos resultando na formagao de
cavidades tridimensionais na superficie do substrato sdlido. A grande area de
superficie dos MIPs sintetizados por essa estratégia permite uma cinética de ligacao
rapida e aumenta o acesso do analito ao adsorvente (CHEN et al., 2022).

A proposta de impressao molecular superficial € capaz de gerar uma camada
de material impresso na superficie de um suporte. Desta maneira, as cavidades de
reconhecimento molecular sao posicionadas perto da superficie e dentro de cavidades
do material suporte, sendo benéfico para a remocgao eficaz das moléculas template e
com uma melhora na acessibilidade das cavidades no processo de religagao. Ainda,
os MIPs sintetizados sobre suportes sélidos tendem a ser mais robustos fisicamente,
além de contribuirem para uma facil remocao do template, alta capacidade de ligagcao
e rapida cinética, devido a acessibilidade mais facil e distribuicdo uniforme dos locais
de reconhecimento, caracteristicas fundamentais para o desempenho dos MIPs
(WANG et al., 2019). Uma das técnicas de impressao de superficie € o método sol-
gel, baseado em precursores de MF inorganicos com um esqueleto de silica no qual,
sob condicbées moderadas de catalise acida ou basica, a hidrdlise e a condensacéao
de MF de silano podem ser alcangadas, formando uma rede polimérica inorganica (LI
et al., 2016).

Assim, com base na natureza das matrizes poliméricas, os MIPs sao
geralmente classificados em organicos, inorganicos ou hibridos organico-
inorganicos. Os MIPs a base de polimeros organicos séao amplamente preparados
para aplicagdo devido a sua estabilidade de pH, muitos MF disponiveis e por
apresentarem uma rede polimérica rigida altamente reticulada, entretanto os MIPs
organicos podem sofrer encolhimento ou dilatagao se os polimeros forem expostos a
diferentes solventes o que pode alterar consideravelmente a morfologia e a estrutura
da rede polimérica e diminuir a capacidade de reconhecimento em relacdo ao modelo
(WElI et al., 2019; WEI et al., 2017).



46

Em contraponto, MIPs inorganicos, tém resisténcia mecanica ideal, além de
maior area superficial e porosidade. O processo de obtengdo de polimero
molecularmente impresso inorganico é simples. As particulas de silica sdo geralmente
sintetizadas pelo processo sol-gel, que envolve duas etapas de sintese: a hidrolise de
um grupo silano para dar origem aos grupos silandis (Si-OH) na presenca de um
catalisador (acido ou basico) (Figura 6) e a condensacao posterior de silandis (-Si—

O-Si-) para formar uma rede polimérica (WElI et al., 2019; WEI et al., 2017).

Figura 6. Mecanismos gerais de hidrolise e condensagao de precursores de alcoxi-
silano para formar silica em (a) condi¢des catalisadas por acido e (b) condi¢des
catalisadas por base
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Fonte: Adaptado de Pereira, (2019).
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Em condi¢cbes de catalise acida, a hidrolise envolve a protonagao do grupo
alcoxido, seguido de ataque nucleofilico por agua para formar um intermediario
pentacoordenado. Assim, em condi¢cdes acidas, o proton € atacado pelo atomo de
oxigénio do grupo alcéxido de silicio. Este fenbmeno causa uma mudanga da nuvem
eletrénica da ligagao Si-O em dire¢ao ao oxigénio e, como resultado, a carga positiva
do atomo de Si aumenta. A carga parcial positiva sobre o grupo alcoéxido confere-lhe
o melhor carater de grupo abandonador. Enquanto isso, sob condi¢ées de catalise
basica, o0 mecanismo de hidrdlise envolve o ataque nucleofilico do anion hidréxido
sobre o atomo de silicio, resultando em um intermediario pentacoordenado
negativamente carregado seguido de deslocamento de um anion alcéxido. Esse
ataque é dirigido ao atomo de Si pelo fato deste possuir alta carga positiva (PEREIRA,
2019).

Para a formacao de cavidades especificas no interior da silica, € necessario
adicionar reagentes que ligam o analito aos precursores silandis. A maioria dos
estudos da literatura faz uso do 3-aminopropiltrietoxissilano (APTMS) como um
precursor basico para ligar o molde da molécula na presenca de tetraetilortosilicato
(TEOS) como um reticulador para formar uma rede polimérica de silica impressa
molecularmente. O processo de sintese é feito a baixas temperaturas (geralmente
entre 0 °C e 100 °C). Este processo melhora as propriedades fisicas, quimicas e
mecanicas do polimero em comparagdo com a sintese organica, além de permitir
controlar fatores como a porosidade, cristalinidade, temperatura estabilidade e
resisténcia a acdo quimica, tornando o procedimento de sintese muito mais simples
(BRAGA, ROSA e DIAS, 2014).

Na literatura, encontram-se trabalhos reportando a sintese de MIPs inorganicos
aliados a estratégia de impressdo semi-covalente. O MIP sintetizado por Kl et al.,
(2002) e Ki e Chang, (2006) utilizaram a estrona como template e o 3-triethoxisilil propil
isocianato (ICPTES) como MF. Wang et al., (2009), também sintetizaram um MIP para
estrona com o ICPTES, com a diferenca neste caso o MIP foi sintetizado sob
nanoparticulas magnéticas. O ICPTES também foi utilizado como MF na sintese de
MIPs para a testosterona por He et al., (2008), dietilestilbestrol por Jung et al., (2010),
orange |l por Zhan et al., (2013), bisfenol A por Yang et al., (2015) e Guney e Guney,
(2017), e para o colesterol por Effting et al., (2022).

A aplicacdo de MIPs em procedimentos de SPE, com a vantagem do

adsorvente ser seletivo na pré-concentragcédo do analito de interesse tem sido bastante
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reportada. Porém, visando um método de preparo de amostras mais rapido e eficiente,
a associacdo de materiais magnéticos com MIPs em procedimentos de MDSPE
também tem ganhado destaque. A associacdo de materiais magnéticos e MIPs é
designada como polimeros magnéticos molecularmente impressos (MMIPs).

Os MMIPs sao materiais sintetizados por um procedimento no qual a impressao
molecular é realizada na presenga de particulas magnéticas, e o material resultante
confere propriedade sinérgicas de ambos os materiais, incluindo alta seletividade e
boa estabilidade, e sdo adequados para a adsorcéo especifica e separagao rapida do
material do meio de analise por um ima externo sem necessidade de uma etapa de
centrifugagdo (MARFA et al., 2021; ANSARI, 2017; KAISER et al., 2016; CHANG,
CHEN e LI, 2012).

2.7 POLIMEROS MAGNETICOS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

Devido as vantagens dos MIP, principalmente pela seletividade ao analito de
interesse, e dos materiais magnéticos pela separacao de fases rapida com campo
magnético externo, estudos da literatura tém reportado a jungdo dos materiais em um
unico adsorvente chamado polimero magnético molecularmente impresso (MMIPs).
Os MMIPs atrairam atencéo devido a sua capacidade de reconhecimento seletivo,
estabilidade magnética, preparagao relativamente simples e de baixo custo, sendo
amplamente utilizados na MDSPE (LI e HO, 2018), pois séo capazes de separar 0s
analitos alvo de forma rapida e mais eficiente do que os MIPs tradicionais (ZHOU et
al., 2020).

A sintese de MMIPs ¢ realizada apos a sintese de um material magnético,
geralmente o 6xido de ferro, usualmente obtido pelo método de coprecipitagao.
Posteriormente para a preservagdo das caracteristicas magnéticas deste material
ocorre funcionalizacdo da superficie com silica. Os MMIPs sao sintetizados na
superficie das particulas magnéticas ou na presenca das particulas formando um
compésito em que as particulas magnéticas ficam dispersas na rede polimérica
(ANSARI e KARIMI, 2017; KWASNIEWSKA, GADZAtA-KOPCIUCH E
CENDROWSKI, 2015).

Os MMIPs sintetizados na superficie de particulas magnéticas podem formar
diferentes arranjos, dentre eles do tipo core-shell e particulas dispersas. O formato

core-shell é aquele em que um sistema é constituido por um nucleo (core) recoberto
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por outro material que favoregca o processo de adsorgdo, denominado como casca
(shell). Em MMIPs core-shell, devido a sua estrutura que tem pequena dimensao com
elevada razao superficie/volume, a maioria dos locais impressos esta situada na
superficie ou na proximidade da superficie, que oferecem uma distribuicdo alta e
uniforme de locais de ligagao na superficie, ocasionando uma remocéao e religagao
rapida e eficiente das moléculas template (DINC, ESEN e MIZAIKOFF, 2019; GHOSH
CHAUDHURI e PARIA, 2012). Porém, quando a rede polimérica formada na superficie
€ muito fina, resulta em menos locais de ligagéo, limitando a aplicagdo do adsorvente
(NIU, PHAM-HUY e HE, 2016).

Em contraponto, na sintese de MMIPs com a dispersdo das particulas
magnéticas pela rede polimérica a estrutura apresenta varios nucleos magnéticos
revestidos. Neste tipo de sintese, ndo ha a formacao dos sitios de reconhecimento
apenas na superficie da particula, eles estao distribuidos por toda a rede polimérica,
favorecendo assim a adsorgcao do analito e aumentando a capacidade adsortiva do
MMIP, além da rapida separacédo da fase extratora com a fase liquida do meio de
analise (DINC, ESEN e MIZAIKOFF, 2019; GHOSH CHAUDHURI e PARIA, 2012).

Nesse procedimento, primeiramente o template é dissolvido juntamente ao MF
para a formagao do complexo template-mondmero funcional. A mistura resultante é
preparada para a polimerizacédo e o 6xido de ferro protegido com o revestimento de
silica € misturado aos componentes de sintese do MIP. A reacdo € mantida sob
agitacdo e em atmosfera de nitrogénio para retirada do oxigénio do meio reacional,
sendo controlada a temperatura da reacédo. Depois da polimerizagdo, o material
sintetizado € lavado com solventes adequados diversas vezes até que a molécula
template tenho sido completamente removida. Por fim, o material € seco nas
condicdes apropriadas e utilizado em experimentos de MDSPE ou como acoplamento
de sensores eletroquimicos (ANSARI e KARIMI, 2017; KWASNIEWSKA, GADZALA-
KOPCIUCH E CENDROWSKI, 2015).

Na literatura, encontram-se trabalhos abordando a sintese de MMIPs aplicados
a MDSPE para diferentes moléculas template, incluindo as TCs. A preparagao de
MIPs com materiais magnéticos para a extragao direta de antibioticos tetraciclinas de
alimentos como ovos e amostras de tecido de frango foi avaliada por CHEN et al.,
(2009). Na sintese a magnetita foi preparada pelo método de coprecipitagdo e
revestida com um invélucro hidrofébico com acido oléico, para ser utilizada como

componente magneticamente suscetivel. O complexo template-MF foi formado entre
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a OTC e acido metacrilico como MF organico, estireno e divinilbenzeno como
componentes da matriz polimérica, formando uma solugédo de pré-polimerizagdo. A
magnetita hidrofébica e azobisisobutironitrila foram adicionados ao meio reacional.

O MMIP sintetizado foi aplicado na separacdo de TCs realizando o
procedimento de extragao e limpeza em uma unica etapa com a agitagao da amostra
na presenga do solvente de extragdo e adsorvente e posteriormente, separando o
polimero facilmente com um campo magnético externo. Apds o isolamento magnético
e dessorgao dos analitos, estes foram detectados e quantificados por LC-MS/MS. A
viabilidade deste método foi validada pela analise de amostras de ovos, comparando
os resultados com os obtidos pelo método classico (extracdo por solvente,
centrifugacéao e posterior limpeza e concentragao por SPE). As recuperagdes variaram
de 72,8 % a 96,5 % (com desvios padréo relativos na faixa de 2,9 a 12,3 %). Segundo
os autores, o método proposto com MMIP reduziu as complicagdes do método do
método classico (extragdo com solvente, centrifugagcdo e posterior limpeza e
concentragdo por SPE), com minimo manuseio de amostra e menor consumo de
solvente, sendo promissora para a determinagao de residuos de contaminantes em
amostras de alimentos.

Kong et al., (2012), propuseram a sintese de um polimero magnético
molecularmente impresso preparado usando FesOs sintetizado por coprecipitagao,
como o componente magneticamente suscetivel, OTC e CTC como as moléculas de
template misto, e acido metacrilico como o MF orgénico. O material sintetizado pode
ser separado das amostras de ovos e mel pré-tratadas com um campo magnético
externo e as TCs foram detectadas e quantificadas por HPLC-DAD. As recuperacgdes
obtidas foram de 76,2 % a 95,8 % com desvios padrao relativos na faixa de 3,1-13,2
%. A viabilidade deste método foi comprovada pela analise de amostras de ovos e
mel. Comparado com o método classico que usa mais etapas, incluindo extracdo de
solvente, centrifugacgao, limpeza e concentracao por SPE, o método proposto diminuiu
a complexidade da analise.

Dai et al., (2012), sintetizaram nanoparticulas molecularmente impressas com
suscetibilidade superparamagnética por polimerizagdo em emulsao radicalar por
transferéncia de atomo (ATREP) para reconhecimento de TC. As nanoparticulas de
FesO4 sintetizadas por decomposicdo térmica foram modificadas pory -
metacriloxipropiltrimetoxissilano (KH-570) (Fe3Os-KH570), e este foi usado como

mondmero de copolimero magneticamente suscetivel. A pré-polimerizagdo do acido
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metacrilico e TC foi realizada com dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) por
polimerizagdo por emulsdo. O material desenvolvido apresentou potenciais para
aplicagdes praticas em amostras alimenticias para determinagao de residuos de TCs,
com boa sensibilidade e estabilidade magnética. A capacidade de adsorgdo do
material impresso mostrou-se superior ao do polimero nao-impresso. Os resultados
dos experimentos de reconhecimento seletivo demonstraram excelente afinidade e
seletividade para TC em relacdo aos antibidticos competitivos cefalexina e
sulfametazina.

Ma et al., (2017), produziram um core-shell de compésitos magnéticos (Fe3Oa)
sintetizado por coprecipitacao e revestidos com uma camada de quitosana (CTS)
sobre a superficie. Os polimeros termorresponsivos e magnéticos impressos
molecularmente (TMMIPs) foram preparados por polimerizagdo por precipitagao in
situ. Os TMMIPs foram sintetizados usando TC como template, acido metacrilico
(MAA) como monémero funcional, N -isopropilacrilamida (NIPAM) como mondémero
termicamente responsivo, dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) como mondémero de
reticulacdo e AIBN como iniciador. Os TMMIPs apresentam boa resposta a
temperatura, sensibilidade e estabilidade magnética, seletividade ao template em
relacdo ao cloranfenicol e a ciprofloxacina, além da possibilidade de reutilizagao,
tornando-os possiveis na aplicagdo para adsorgdo e liberagdo controlada de
antibidticos TCs.

Xu et al, (2018), prepararam polimeros magnéticos molecularmente
impressos com albumina de soro bovino (BSA) e dopamina como mondmeros
bifuncionais. As nanoparticulas de FesO4 amino-funcionalizadas (FesOs4@NH2) foram
sintetizadas por reagao solvotérmica e o MIP foi sintetizado com TC como template.
Este material apresentou bom magnetismo, cinética de adsor¢céo rapida, alta
capacidade de ligacao e excelente propriedade de regeneracao e foi aplicado para
determinar tracos de TCs em amostras de leite com ensaios de adicao e recuperacao,
obtendo recuperagdes de TCs na faixa de 84,1-95,8 % com desvios padrao relativos
inferiores a 6,7 %.

Gao et al.,, (2020), sintetizaram nanoparticulas poliméricas magnéticas de
impressao molecular core-shell (MMIP NPs) para a adsorgdo e o isolamento de
tetraciclina de matrizes alimentares. Neste trabalho, nanoparticulas magnéticas foram
sintetizadas pelo método de coprecipitagdo e revestidas com grupos carboxilicos

terminais (FesO4@COOH) usando acido citrico. A polimerizagédo na superficie do
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FesOs@COOH com TC, acido metacrilico, etilenoglicol dimetacrilato e 2,2-
Azobisisobutironitrila como template, MF, agente reticulante e inciador radicalar,
respectivamente, resultaram em um material eficiente para extracdo de TCs em
amostras de leite com recuperacoes satisfatorias de 91,14 para 104 % com os desvios
padréo relativos inferiores a 8,1 % em ensaios de adigédo e recuperacgao.

Também utilizados na eletroquimica a aplicagao de MMIPs é feito por meio de
sensores eletroquimicos fornecendo métodos de deteccgao eficientes para a molécula
template. A propriedade magnética facilita a incorporagado dos materiais na superficie
do eletrodo. Zeb et al.,, (2021), desenvolveram um sensor biomimético para a
determinacao de TCs. As particulas magnéticas (FesO4) foram sintetizadas por
coprecipitacdo e revestidas com silica por meio da reagdo com tetraetoxisilano
(TEOS) formando particulas de Fe3O0s@SiO2, que foram modificadas com
metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPS). O polimero impresso foi sintetizado usando TC
como template, acido acrilico como monémero funcional, etileno-glicol-dimetacrilato
como reticulador e 2,2 azobisisobutironitrila como iniciador radicalar. A deteccéo de
TC foi realizada em condi¢gdes otimizadas usando voltametria de onda quadrada com
o material em pasta de carbono modificada. Os resultados obtidos indicaram que o
sensor eletroquimico é altamente eficiente para determinagao de TC, e este sensor
foi aplicado com sucesso em amostras comerciais de leite cru com taxas de
recuperacao variando de 93 a 103 %. Os resultados obtidos mostram que a técnica
eletroquimica proposta € adequada para aplicagao na determinacao de TC.

A revisao da literatura, permite inferir que os MMIPs reportados para TCs foram
sintetizados a partir de uma abordagem n&o-covalente, uma vez que, o principal MF
utilizado nessas sinteses € o acido metacrilico, que interage com as TCs por ligagao
de hidrogénio, ou seja, ocorre uma ligagao nao-covalente entre o template e o MF.
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um novo MMIP para
TCs, sintetizado por meio da abordagem semi-covalente através da ligacao
termicamente reversivel entre OTC (template) e 3-triethoxisilil propil isocianato
(ICPTES) (mondmero funcional inorgénico). A reagao para formagdo do complexo
template-MF ocorreu pela reagdo entre o grupo isocianato do MF com o grupo
hidroxila do template, formando uma ligagcéo uretana estavel a temperatura ambiente,
mas que em altas temperaturas sofre clivagem.

Para essa clivagem térmica, foi utilizado uma mistura de dimetilsulféxido

(DMSO) e agua a 160 °C, pois o DMSO em alta temperatura favorece a quebra da
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ligacao uretana e assim, o grupo isocianato dissociado € convertido a um grupo amino
na presencga de agua. Os grupos aminos resultante na estrutura do MMIPs, permitem
que nos experimentos de religacdo da molécula template ao adsorvente ocorram por
meio de liga¢des hidrogénio.

Ainda, o MMIP foi proposto com particulas magnéticas dispersas na rede
polimérica. Esta caracteristica € importante, pois os sitios de impressao quimica nao
sao sintetizados apenas na superficie da particula, mas também no seio da solugao,
originando sitios seletivos dispersos por todo o adsorvente, proporcionando uma
rapida separacao da fase extratora com a fase liquida, além de boas capacidades
adsortivas. Os materiais sintetizados foram caracterizados por diversas técnicas e
aplicados em experimentos de MDSPE para determinacdo de TCs em amostras

alimenticias e de aguas superficiais.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar, caracterizar e avaliar o desempenho analitico do polimero magnético
molecularmente impresso como material adsorvente em extracdo em fase solida
magnética dispersiva para a extragao e pré-concentracdo do template oxitetraciclina
e seus analogos estruturais (CTC, DC e TC), e determinagdo por HPLC-DAD em

amostras de aguas superficiais e alimenticias.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Sintetizar em etapas o polimero magnético molecularmente impresso
(Fe304/SiO2/MIP) para extracao e pré-concentragédo de oxitetraciclina e seu polimero
controle ndo impresso (Fe3O4/SiO2/NIP);

> Caracterizar os materiais sintetizados utilizando técnicas como espectroscopia
vibracional de infravermelho com reflexao total atenuada (ATR-FTIR), fisiossorcéo de
N2, analise termogravimétrica (TGA), medidas de magnetizagdo (VSM), difracdo de
raios-X (XRD), microscopia eletrénica de transmissédo (TEM) e microscopia eletronica
de varredura (SEM).

> Avaliar o efeito de impressdao do Fe304/SiO2/MIP em relagdo ao
Fe304/SiO2/NIP;

> Avaliar a capacidade maxima adsortiva do Fe304/SiO2/MIP empregando estudo
cinéticos e isotermas de adsorcao;

> Avaliar a influéncia do solvente, pH da solugdo, massa do material e tempo de
vortex na adsorgao de OTC pelo Fez04/SiO2/MIP;

> Avaliar os parametros para pré-concentracédo da OTC;

> Determinar os parametros analiticos do método proposto;

> Aplicar o método desenvolvido na quantificacdo de OTC em amostras de leite
e agua superficial;

> Avaliar o desempenho adsortivo e os parametros analiticos do Fe304/SiO2/MIP
frente aos analogos estruturais das TCs.

> Aplicar o método desenvolvido na quantificacdo das TCs em amostras leite.
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4, PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados durante os experimentos foram de grau analitico
e sem purificagdo prévia. Foram utilizados: cloreto de ferro Ill (FeCls.H20, Sigma-
Aldrich), cloreto de ferro Il (FeCl2.4H20, Sigma-Aldrich), tetraetoxisilano (TEOS,
Sigma-Aldrich = 98 %), metassilicato de sddio pentahidratado (Na2SiO3.5H20, Sigma-
Aldrich), 3-triethoxisilil propil isocianato (ICPTES, Sigma-Aldrich = 99,0 %), 3-
aminopropil triethoxisilano (APTES, Sigma-Aldrich = 99 %), oxitetraciclina (OTC,
Sigma-Aldrich = 98,0 %), acido cloridrico (HCI, Panreac, 37,0 %), acido acético
(C2H402, Sigma-Aldrich = 99,0 %), metanol (MeOH, Sigma-Aldrich = 99,0 %), etanol
(EtOH, Sigma-Aldrich = 99,0 %), acetonitrila (ACN, Sigma-Aldrich = 99,0 %) e
tetrahidrofurano anidro (THF, Sigma-Aldrich = 99,0 %), acido oxalico (H2C204, Carlo
Erba, 98,0 %) e dimetilsulféxido (DMSO, Synth 99,0 %).

Os padrdes para estudo da seletividade foram paracetamol (Sigma-Aldrich =
98,0 %), hidroquinona (Analitica, 98,0 %) e ciprofloxacina (USP, = 98,0 %). O N2
utilizado foi adquirido da White Martins (99,99 %). O pH das solu¢des e amostras foi
ajustado com solugdes de hidréxido de sodio (NaOH, Vetec, 99,0 %), e/ou acido
cloridrico (HCI, Panreac, 37,0 %), preparadas com diluicao apropriada dos respectivos
reagentes concentrados. Os padrdes dos analogos estruturais foram tetraciclina (TC,
Sigma-Aldrich =2 98,0 %), clortetraciclina (CTC, Sigma-Aldrich = 98,0 %) e doxiciclina
(DC, Sigma-Aldrich = 98,0 %).

Para o preparo da solugdo tampao Mcllaaive foram utilizados acido citrico
monohidratado da marca Synth (= 98,0 %), hidrogenofosfato dissddico dihidratado da
marca Synth (= 98,0 %) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) da marca Synth (2
98,0 %). As solugdes foram preparadas em agua ultrapura proveniente de um sistema
de purificagdo Elga Purelab Maxima (High Wycombe, Bucks, UK), resistividade 18,2

MQ cm e filtradas em filtro de teflon® 0,45 um.

4.2 INSTRUMENTAGAO

As determinagdes cromatograficas foram realizadas empregando um
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu modelo LC-20AD com detector de

arranjo de diodos (DAD) (Téquio, Japao), constituido por bomba de alta presséo LC-
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20AT, forno de coluna CTO-20A e mdédulo de controle CBM-20, detector do tipo
arranjo de fotodiodos SPD-M20A, com varredura espectral de 190 a 400 nm.

A coluna cromatografica utilizada foi uma C1s (Phenomenex-250 mm x 4.5 mm,
tamanho de particula de 5 ym) e pré-coluna (Phenomenex®, 4.0 mm x 30 mm i.d., 5
pum), a 40 °C, operando em modo isocratico, usando como fase mével acetonitrila e
acido oxalico 0,01 mol L' na proporgéo de 22,5/77,5 (v/v), a uma vazdo de 1,0 mL
min-' e volume de inje¢do de 20,0 pL e detecgdo em 365 nm (adaptado de
COUTINHO et al., 2014). A aquisigdo e processamento dos dados foram realizados
com o auxilio do Software Shimadzu LC Solution (Quioto, Japao).

Todas as pesagens foram feitas utilizando balanca analitica (Marte, Modelo
AY220), com precisédo de + 0,1 mg. As medidas de pH das solugdes foram feitas com
um pHmetro Metronm® pH827 lab digital (Herisau, Switzerland). Foram utilizadas
micropipetas volumétricas de volumes variaveis com capacidade maxima de 200,
1000 e 5000 uL, sendo que todas continham ponteiras descartaveis de polietileno.

A filtragdo em seringa foi realizada com filtro de membrana de Nylon®0,45 um.
Para a escolha do filtro, uma solugdo com concentragdo conhecida foi percolada pelo
filtro e analisado por HPLC-DAD para verificar alguma interferéncia na determinagao
e quantificacdo das TCs, sendo observado que este nao adsorvia os analitos durante
a etapa de filtragdo, sendo posteriormente utilizado em todas as etapas de filtragem

do eluato.

4.3 PROCEDIMENTO DE SINTESE DOS MATERIAIS

A sintese dos materiais foi realizada em etapas, iniciando com a obtencao das
particulas magnéticas de oxido de ferro (FesO4), seguido da protegdo com silica
(Fe304/SiO2) e posterior polimerizagdo na superficie do 6xido de ferro com silica
(Fes04/SiO2/MIP).  Um material comparativo sem a impressao quimica
(Fe304/SiO2/NIP) também foi sintetizado. Uma representagdo esquematica dos

procedimentos de sintese dos materiais pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7. Representacao esquematica dos procedimentos de sintese dos materiais
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As particulas magnéticas de Fes3Os4 foram obtidas pelo método de

coprecipitagcao quimica de Fe(ll) e Fe(lll) descrito na literatura com algumas
modificagdes (ZHAO et al., 2008; WANG et al., 2006). Em um balado de fundo redondo
de 2 bocas, adicionou-se 25,0 mL de HCI 1 mol L', 25,0 mL de H20 ultrapura fervida

(resfriada a temperatura ambiente) e 6,5 g de cloreto de ferro hexahidratado

(FeCls.6H20). Manteve-se a mistura de reagédo sob atmosfera de N2, em agitagao

magnética e a temperatura de 60° C com banho de glicerina, conforme demonstrado

na Figura 8a.

Em um bal&o de fundo redondo de uma boca adicionou-se 3,97 g de cloreto de

ferro tetrahidratado (FeCl2.4H20) e 25,0 mL de agua ultrapura fervida (resfriada a
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temperatura ambiente), em atmosfera de N2. A agua ultrapura é fervida para a
remogdo completa de O2 do meio aquoso evitando a oxidagdo de Fe?* em Fe®*. A
solugéo obtida foi adicionada ao baldo de fundo redondo de 2 bocas com auxilio de
uma seringa descartavel. O sistema foi mantido sob agitacdo constante, com
temperatura controlada através do banho de glicerina em 60 °C e em atmosfera de
N2. Utilizando uma seringa, 250,0 mL de NaOH 1,5 mol L' foram adicionados ao meio
reacional e o sistema permaneceu em agitagdo, aquecimento em banho de glicerina
(60 °C) e em atmosfera de N2 por 40 min, conforme apresentado na Figura 8b.
Decorrido o tempo, o sistema foi aberto e o material precipitado foi lavado com agua
ultrapura até pH 7,0. O material lavado permaneceu em suspensdo aquosa e em

atmosfera de N2 aguardando posterior uso.

Figura 8. Procedimento de sintese do Fe3O4 pelo método de coprecipitagdo quimica
de Fe?* e Fe®*

(a) (b)

Fonte: o autor

4.3.2 Protecao do 6xido de ferro com silica (Fe304/SiOz2)

Para revestir o Fe3O4 com SiO2, 2,0 gramas de Fe3O4 foram dispersas em
200,0 mL de agua ultrapura fervida, e em seguida adicionados com auxilio de uma
seringa 40,0 mL de solugao de metasilicato de sédio pentahidratado (Na2SiO3.5H20)
1,0 mol L. O pH foi ajustado para 6,0 com solugdo aquosa 1,0 mol L' de HCI.
Manteve-se a mistura de reagao sob agitagdo magnética e a temperatura de 60° C
com banho 6leo sob atmosfera de N2 por 3,0 h, conforme observado na Figura 9. O
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soélido obtido foi lavado com agua ultrapura até pH neutro e seco em estufa a 60° C
por 24,0 h.

Figura 9. Procedimento de sintese do revestimento do 6xido de ferro com silica
(Fes04/SiO2

Fonte: o autor

4.3.3 Polimerizagao na superficie do 6xido de ferro com silica (Fe304/SiO2/MIP)

A polimerizacdo na superficie do oxido de ferro recoberto com a silica foi
realizada pelo método descrito por WANG et al., (2009) e GUNEY e GUNEY, (2017),
com algumas adaptagbes. Inicialmente, realizou-se a ligacdo do template
oxitetraciclina (OTC) ao monémero funcional 3-triethoxisilil propil isocianato (ICPTES)
via ligag&o covalente.

Em um baldo de reagdo de 250,0 mL, 6,5 x 10 mol (3,0 g) de OTC
(C22H24N209) e 13,0 x10-2 mol de ICPTES (3,4 mL) foram dissolvidos em 30,0 mL de
tetrahidrofurano anidro (THF) com 2,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO), conforme
Figura 10a. A solugéo foi submetida ao aquecimento por 24 horas sob fluxo de N2 a
60 °C em banho de glicerina, conforme demonstrado na Figura 10b. Decorrido o tempo
(Figura 10c), o solvente foi evaporado em chapa de aquecimento até um liquido
viscoso ser formado. O produto OTC-ICPTES foi dissolvido em 30,0 mL de metanol,
seguido da adi¢cdo de TEOS (4,3 mL) e 1,5 g de Fe304/SiO2. A mistura foi levada para
banho ultrassénico por 30 min, seguido da adigdo de HCI 1,0 mol L-'. A solugéo foi
mantida sob agitacdo por mais 24,0 h. O material obtido foi centrifugado, lavado

alternadamente com etanol e agua ultrapura e depois seco a 60 °C.
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Figura 10. Procedimento de formagao do complexo OTC-ICPTES

Fonte: o autor

Para remover a molécula de OTC covalentemente ligada a matriz polimérica,
Fe304/SiO2/MIP-OTC foi adicionado a uma uma solugao mista de DMSO e H20 na
proporgcao de 5 para 1 (v/v) aquecida a 160 °C durante 8,0 h. O produto obtido foi

lavado com etanol e agua ultrapura por trés vezes e seco em estufa a 60 °C.

4.3.4 Sintese do polimero ndo impresso (Fe304/SiO2/NIP)

Para a sintese do Fe304/SiO2/NIP utilizou-se o 6xido de ferro com silica
sintetizado conforme descrito nos itens 4.3.1 e 4.3.2. Seguiu-se os passos indicados
para a polimerizagcao, conforme descrito no item 4.3.4, porém o complexo template e
mondmero funcional (OTC-ICPTES) foi substituido pelo (3-aminopropil) trietoxissilano
(APTES) (Figura 11), a fim de obter no Fe304/SiO2/NIP grupos funcionais iguais aos
do Fe304/SiO2/MIP.

Figura 11. Estrutura do (3-aminopropil) trietoxissilano
(I)/\'CHg
HaC™ ~O-Si—_~
! NH2
HaC._O

Fonte: o autor
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4.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS

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

As analises de fisiossor¢ado de N2 foram realizadas empregando um analisador
Quantachrome® Nova 1200, por meio da sorgédo de nitrogénio, sendo os dados de
area especifica calculados a partir do modelo de BET (Brunauer, Emmett, Teller), e o
volume e tamanho de poros determinados pelo modelo de BJH (Barrett, Joyner,
Halenda). Para isto, 150 mg dos materiais foram aquecidos a 120 °C, sob vacuo, por
4 horas. O equipamento multiusuario € de responsabilidade do programa de Pés-
graduacao em Quimica da Universidade Estadual de Londrina.

As andlises termogravimétricas foram realizadas utilizando o analisador
termogravimétrico Q600 (TA, Instrumento 122, EUA), aquecendo 10,0 mg do material
numa faixa de 30 a 900 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min~' em atmosfera de
nitrogénio. A analise foi realizada na Universidade Federal de Alfenas, em Minas
Gerais (UNIFAL-MG).

As medidas de magnetizagdo foram realizadas em um magnetémetro
Microsense, modelo EV9, com varricdo de campo magnético entre —20 e 20 kOe. O
equipamento encontra-se sob responsabilidade da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

As medidas de difratometria de raios-X em pd6 foram realizadas em um
drifratdmetro X'Pert PRO da PANalytical com radiagdo CuKa (A = 1,540 A) em
geometria Bragg-Brentano de 5 a 120° (26). O refinamento de Rietveld (software
PANalytical X'Pert HighScore Plus versao 2.2d) foi usado para quantificar as fases
cristalinas e os parametros estruturais (parametros de rede, tamanho do cristalito).
Pseudo Voigt foi usado como uma fungao de forma de pico. Os cartdes de informagao
cristalografica usados para o refinamento de Rietveld foram 26.410-ICSD para
FesO4 (Cubic Fd-3m) e 1.010.921-ICSD para SiO2(Cubic P213). O silicio
policristalino foi definido como referéncia para o padrao instrumental utilizado no

calculo do tamanho do cristalito e da microdeformagéo. O tamanho do cristalito (D) e
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a microdeformacéo (¢) foram calculados de acordo com as Equacgdes 1 e 2. Nestas
equacgdes, W e U sdo os parametros de Cagliotti da funcdo FWHM descrita na
Equacédo 3. A largura e a forma de um pico de difragcdo sdo uma convolugéo do
alargamento instrumental e do alargamento resultante da amostra. A contribuicdo da
amostra decorre do alargamento da micro-tenséo e do tamanho do cristalito. Ambos
os efeitos variam em fungdo de 20, mas de maneiras diferentes, isso permite

discrimina-los.

D (180) A
= 1 Equacéo 1
d (W - Wstd)z
1
_ U= Usta) = W — Wera)]2 Equacao 2
4.4

FWHM = (Utg?0 + V tg6 + W)z Equagao 3

A caracterizagdo cristalografica foi realizada no equipamento de
responsabilidade do Laboratério de Analises por Técnicas de Raios-X (LARX), da
Universidade Estadual de Londrina.

As analises de microscopia eletrbnica de transmissdo foram realizadas
utilizando um microscépio JEOL® JEM-1400 com voltagem de aceleragdo de 120 kV
e corrente de 65 pA. As amostras foram previamente preparadas por dispersdo em
etanol (1,0 mg mL-") sob sonicagéo por 30 min. E posteriormente, a suspenséo obtida
foi gotejada em grades de cobre e secas em dessecador. O equipamento encontra-se
sobre responsabilidade da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada em um equipamento marca
Shimadzu, modelo SS-550, com uma tensao de 15 kV e a resolugédo nominal de 1.5
nm. O equipamento encontra-se sobre responsabilidade da Universidade Estadual de
Maringa (UEM).

4.5 EXTRACAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA DISPERSIVA
4.5.1 Influéncia do solvente na adsorcéo da OTC

As extracdes em fase solida magnética dispersiva foram realizadas em triplicata
com 10,0 mg do Fe304/SiO2/MIP, em 5,0 mL de uma solugdo de OTC 2,0 mg L™

preparada conforme o solvente em estudo: metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e agua
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(H20). A escolha dos solventes foi realizada uma vez que, tanto metanol como
acetonitrila, podem ser utilizados em procedimentos de extragdo de OTC de matrizes
alimenticias como etapa preliminar de preparo de amostras.

A solucéo e o Fe304/SiO2/MIP foram acondicionados em tubos de ensaio de
vidro com tampa e levados para agitagdo em vortex por 3,0 min. Decorrido o tempo,
o eluato foi separado da fase sélida com a aplicagdo de um campo magnético externo
e filtrado em seringa com de filtro de membrana de Nylon® 0,45 pm. Para os testes
com os solventes metanol e acetonitrila uma aliquota de 1,0 mL foi coletada e levada
para evaporagao do solvente sob fluxo de N2. Apds, o analito foi retomado em 1,0 mL
de fase movel (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgao de 22,5/77,5
(v/v)), e analisado por HPLC-DAD. O mesmo procedimento foi realizado com os
materiais Fe304/SiO2 e Fe304/SiO2/NIP.

4.5.2 Influéncia do pH na adsorgéao da OTC

A influéncia do pH na adsor¢ao da OTC foi realizada em triplicata com 10,0 mg
do Fe304/SiO2/MIP em 5,0 mL de solugdo de OTC 2,0 mg L', em diferentes valores
de pH (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0). Apds a agitagdo em vortex por 3,0 min, o material foi
separado do eluato com a aplicagdo de um campo magnético externo, e o eluato
filtrado em seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 um e analisado por HPLC-

DAD. A porcentagem de adsorgao foi determinada segundo a Equacgao 4.

%Adsorcao = Ci;Cf x 100 Equacao 4

Onde: Ci e Cr sdo as concentragbes inicial e final de OTC em mg L,

respetivamente.

4.5.3 Avaliacao do efeito de impressao quimica do Fe304/SiO2/MIP para a OTC

O estudo do efeito de impressao quimica do Fe304/SiO2/MIP em relagao ao
analito de impresséo (OTC) foram realizados estudos de adsorgdo competitiva com
solucdes binarias contendo o analito e uma molécula interferente, sendo avaliadas as
moléculas de paracetamol, ciprofloxacina e hidroquinona.

Os experimentos foram realizados em triplicata com 10,0 mg do
Fe304/SiO2/MIP em 5,0 mL de solugéo binaria na concentragédo 2,0 mg L' de OTC e

interferente em agua pH 4,0 e metanol. Apds agitagao em vortex por 3,0 min, o material
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foi separado com a aplicagdo de um campo magnético externo e o eluato filtrado em
seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 ym e analisado por HPLC-DAD. Para
metanol, o eluato foi evaporado sob fluxo de N2 e retomado em 1,0 mL de fase mével
(acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgao de 22,5/77,5 (v/v)). O mesmo
procedimento foi realizado para o Fe304/SiO2/NIP.

Com os resultados obtidos, foram determinados os parametros coeficiente de
distribuicdo (Kd), coeficiente de seletividade (k) e coeficiente de seletividade relativo
(k’). O coeficiente de distribuicdo do analito e interferente € calculado a partir da
Equacao 5.

I(C - Cfl v Equagéo 5
K; =

Em que Ci e Cr (mg L) representam a concentragao inicial e final; V (mL) o
volume da solugéo; m (g) a massa do Fe304/SiO2/MIP. Os valores de Kq fornecem o
grau de retencao do analito e do interferente no Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP.
Com os valores de K4 € possivel estimar o coeficiente de seletividade (k), definido
como a relagao entre o coeficiente de distribuicdo para o analito e o coeficiente de
distribuicdo para os interferentes (Equacao 6).

Kd (analito) Equagéo 6

k =
Kd (interferente)

Para fazer a comparacao dos valores de k entre o Fe304/SiO2/MIP € o
Fe304/SiO2/NIP, ou seja, o coeficiente de seletividade relativo (k’), a Equagéo 7 &

empregada.

Kuip Equacéo 7

KNIP

k' =

4.5.4 Cinética de adsorgcao

Para o estudo de cinética de adsor¢cdo, em triplicatas, 10,0 mg de
Fe304/SiO2/MIP em 5,0 mL de solugdo de OTC 2,0 mg L', em agua (pH 4,0) e
metanol, foram agitados em voértex por diferentes tempos (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 100, 120, 140, 160 e 180 segundos). Apds a agitagao, o material foi separado e o
eluato filtrado em seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 um e analisado por
HPLC-DAD. Para os experimentos em metanol, o solvente foi evaporado sob fluxo de

N2 e retomado em fase movel (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgéo
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de 22,5/77,5 (v/iv)). O mesmo procedimento foi realizado para o Fe3z04/SiO2/NIP. A
quantidade de OTC adsorvida (Qt, mg g') pelo Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP foi
determinada pela Equacgéo 8.

(Ci — Cp) Equacao 8

Onde: Qt é a quantidade de analito (mg g'') adsorvida em diferentes tempos de
agitacao, Cie Cs representam as concentragdes iniciais e finais da solugdo de OTC
(mg L") respectivamente, m é a massa do adsorvente em (g) e V o volume da solugdo
(L). Modelos nao lineares de pseudo-primeira, pseudo-segunda ordem e Elovich, e o
modelo linear de difusao intraparticula foram aplicados aos dados cinéticos (PRETE
e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA, ADEBAYO e MACHADO, 2015;
CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014; PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009).

O modelo nao-linear de pseudo-primeira ordem (PPO), pressupde que a taxa
de adsorgao é proporcional ao numero de sitios disponiveis no material adsorvente e
estabelece que o adsorvato liga-se a um unico sitio ativo na superficie. Nos momentos
inicias do processo de adsorcdo, a quantidade de sitios ativos responsaveis pela
adsorcao é maior que no tempo de equilibrio, por este motivo o modelo de PPO se
ajusta melhor nos tempos iniciais do processo adsortivo (SARMA et al., 2019;
MOUSSOUT et al., 2018; OLIVEIRA, SEGATELLI e TARLEY, 2016; LIMA, ADEBAYO
e MACHADO, 2015; PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009). O modelo de
PPO é representado pela Equagao 9 na sua forma ndo linearizada, em que Qe (Mg g
") e Qt (mg g') sdo a quantidade de adsorvato adsorvidas por grama de adsorvente
no equilibrio e no tempo t, respectivamente, e K1 € a constante da taxa de adsorgao
de pseudo-primeira ordem (min).

Qr = Q. (1—efat) Equacédo 9

O modelo cinético nao-linear de pseudo-segunda ordem (PSO) assume a
existéncia de diferentes sitios ativos e de energias de ligagdo heterogéneas no
material adsorvente. O modelo de PSO define que a velocidade de ocupacgdo dos
sitios de adsorcao é proporcional ao quadrado de sitios ativos, além de admitir que os
sitios ativos possuem diferentes energias de adsorcdo (SARMA et al., 2019;
MOUSSOUT et al., 2018; OLIVEIRA, SEGATELLI e TARLEY, 2016; LIMA, ADEBAYO
e MACHADO, 2015). O modelo de PSO ¢ descrito pela equagdo nao linearizada
(Equacéao 10).
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0= e Equaggo 10
k,Q.(t + 1) quagao

Na qual os parametros K2, Qe € Qtsdo a constante de velocidade (g mg™! min-
') de adsorgédo da reagéo de PSO, a quantidade de adsorvato adsorvido no equilibrio
(mg g™') e a quantidade adsorvido em cada tempo t (mg g™'), respectivamente, e t (min)
€ o tempo de adsorgéo.

O modelo cinético de Elovich considera que a superficie do material é
energicamente heterogénea, sendo complementar ao modelo de PSO. Este modelo
descreve a cinética de adsorgcdo em duas fases, em que a etapa rapida esta
relacionada com a quantidade de sitios ativos livres, pois nos primeiros tempos de
contato a adsorcéo ocorre rapidamente na camada externa do adsorvente, enquanto
a etapa lenta refere-se ao processo de difusdo do analito para o interior e exterior dos
poros do adsorvente (SARMA et al., 2019; MOUSSOUT et al., 2018; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; MENDONCA et al., 2020). O modelo de Elovich é
descrito pela Equagdo 11. Onde, Q: é a quantidade adsorvida (mg g') no tempo t
(min), B € a constante relacionada com a extens&o da superficie de cobertura e a
energia de ativacdo (g mg™'), e a caracteriza a velocidade de adsorgao inicial (mg g’
min).

1 1 3
Q; = E X In(af) + E XInt Equagao 11

O modelo de difusao intraparticula, mostra a dependéncia da adsor¢cao em
funcdo da raiz quadrada do tempo, em que Qt € a quantidade de soluto na superficie
do adsorvente no tempo t, Kia refere-se a constante de velocidade da difusédo
intraparticula (mg g' min'?), t ao tempo (min), enquanto C refere-se a constante
relacionada a espessura da camada limite (mg g-') (MENDONCA et al., 2020; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009). Este
modelo é descrito pela Equacéo 12.

Q,= Ky x t2+¢C Equagéo 12

Para o modelo de difusao intraparticula é possivel obter trés inclinagbes de reta,
indicando que ocorreram trés etapas no transporte de massa. Na primeira etapa a
difusdo do analito da solugdo para a superficie externa do material adsorvente. A
segunda etapa de inclinagdo € denominada de difuséo intraparticula, em que ocorre
a adsor¢ao gradual do analito no interior do material. A terceira etapa de inclinagao

indica a etapa na qual o equilibrio de adsor¢ao € atingido. O intercepto da primeira
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etapa é representado pela constante de difusdo intraparticula (C), a qual é
proporcional a espessura da camada limite (mg g-'). Quando o valor da constante de
difusdo apresenta valores positivos e n&o passa pela origem, significa que o processo
de difusdo intraparticula ndo € o unico responsavel pelo processo de adsorgédo, com
a adsorgao também ocorrendo na superficie. E, quando valor de C é negativo significa
que nao ha adsorgao na superficie, apenas nos poros do material (SARMA et al.,
2019; MOUSSOUT et al., 2018; OLIVEIRA, SEGATELLI e TARLEY, 2016; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014).

4.5.5 |sotermas de adsorgao

Para a construgdo das isotermas de adsorgéo, foram agitados em triplicatas
10,0 mg de Fe304/SiO2/MIP em 5,0 mL de solugdgo de OTC em diferentes
concentragoes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 10,0; 15,0; 50,0; 100,0; 200,0; 500,0 e 700,0 mg L-
) em agua (pH 4,0) e metanol. Apos a agitagdo em voértex, o material foi separado
com o auxilio de um campo externo magnético e o eluato filtrado em seringa com filtro
de membrana de Nylon® 0,45 ym e analisado por HPLC-DAD. Sendo que para
metanol, o solvente foi evaporado sob fluxo de N2 e retomado em 1,0 mL de fase
movel (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgéo de 22,5/77,5 (v/v)). O
mesmo procedimento foi realizado para o Fe304/SiO2/NIP. Os dados foram ajustados
aos modelos nao-lineares de Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freudndlich para um e
dois sitios de interacdo (PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; BERGAMANN e MACHADO, 2015).
A quantidade de OTC adsorvida em cada material foi calculada de acordo com
a Equacdo 13. Na qual, Q: é a quantidade de analito adsorvido por grama de
adsorvente (mg g'), Ci é a concentragdo inicial do analito (mg L') e Cr é a
concentragéo do analito no sobrenadante (mg L") apds a agitagdo, m é a massa do
adsorvente (g) e V é o volume da solugéo (L) utiizado (PRETE e TARLEY, 2019;
CASARIN et al., 2017; CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014).
_(G=¢) xv
m

Q. Equacao 13

O modelo de Langmuir € um dos mais utilizados para representar processos
adsortivos, pois pressupde que a adsor¢gao maxima ocorre em monocamada com

saturacdo da superficie do adsorvente. Este modelo assume a existéncia de um



68

numero fixo e energicamente equivalentes de sitios especificos de adsorgéo e, em
cada um destes sitios apenas uma molécula é adsorvida, ndo havendo interagéo entre
as moléculas adsorvidas (PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; BERGAMANN e MACHADO, 2015; FOO e HAMEED,
2010). A equacao do modelo de Langmuir € apresentada na Equagéao 14.

0, = Qmax X K X Ceq Equagéo 14
T 14 K X Cyy

Na qual, Qe (mg g') é a quantidade de analito adsorvida por grama de
adsorvente; Ceq (Mg L") a concentragéo no equilibrio na fase sélida e liquida; KL (mg
L") a constante de adsorgao de Langmuir, que indica a afinidade do adsorvente pelo
adsorvato na monocamada e Qmax (Mg g') a capacidade maxima de adsorgdo ou
numero de sitios disponiveis na monocamada do adsorvente (PRETE e TARLEY,
2019; CASARIN et al., 2017; LIMA, ADEBAYO e MACHADO, 2015; BERGAMANN e
MACHADO, 2015; CLAUSEN, PIRES e TARLEY, 2014; FOO e HAMEED, 2010).

O modelo de isoterma de Freundlich € um modelo empirico que prevé o
processo de adsorgdo ocorrendo em multicamadas e em sitios de ligagdo com
energias diferentes. O modelo sugere que a superficie do adsorvato € energicamente
heterogénea e que a adsorgédo ocorre em multicamadas. Além disso, assume que a
concentracado do adsorvato na superficie do adsorvente aumenta com o aumento da
concentracdo do adsorvato e permite interagdes entre as moléculas adsorvidas
(PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA, ADEBAYO e MACHADO,
2015; FOO e HAMEED, 2010). A Equacao 15 refere-se a forma ndo linearizada.

0, = Ky X Cel/n Equacéo 15

Onde Qe é a capacidade de adsorg&o no equilibrio (mg g-'), Kr é a constante
de Freundlich (mg g' L mg), Ce é a concentragdo no tempo de equilibrio, dada em
mg L' e n é o pardmetro empirico relacionado a heterogeneidade da superficie do
adsorvente e com a intensidade de adsor¢dao. A magnitude do expoente 1/n fornece
indicios se a isoterma é favoravel ou ndo. Assim, valores na faixa de 1 <n <10 indicam
adsorgéo favoravel (PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; FOO e HAMEED, 2010).

A combinagao dos dois modelos descritos anteriormente originou o modelo de
Langmuir-Freundlich para um sitio e dois sitios de adsor¢do. O modelo hibrido de
Langmuir-Freundlich preconiza que a superficie do material adsorvente pode
apresentar diferentes sitios de ligagdo. No modelo hibrido de Langmuir-Freundlich
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para um sitio, os sitios de ligagao sdo energeticamente homogéneos, a medida que
no modelo hibrido para dois sitios, estes sdo energeticamente heterogéneos (PRETE
e TARLEY, 2019; CASARIN et al., 2017; LIMA, ADEBAYO e MACHADO, 2015; FOO
e HAMEED, 2010; ARASTEH et al., 2010).

O modelo hibrido de Langmuir-Freundlich para um sitio de adsorgéo pressupde
que em baixas concentragdes, a adsorgao ocorre em multicamadas respeitando o
modelo de Freundlich, enquanto em maiores concentracbes a adsor¢do ocorre em
monocamadas, prevendo saturagdo dos sitios de ligagdo, conforme descrito pelo
modelo de Langmuir (PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN et al, 2017; LIMA,
ADEBAYO e MACHADO, 2015; ARASTEH et al., 2010). A Equacao 16 refere-se ao
modelo de Langmuir-Freundlich para um sitio de ligagao.

0. = bx(KXxC)" Equacgéao 16
¢ 14 (KxC)"

Em que Qe (mg g'') é a quantidade de analito sorvida por grama de sorvente;
Ceq (mg L") a concentragdo de analito no equilibrio; K (mg L") a constante de
adsorgdo de Langmuir-Freundlich, b (mg g™') é a capacidade maxima de adsorgédo em
cada sitio e n é o parametro de heterogeneidade (PRETE e TARLEY, 2019; CASARIN
etal., 2017);.

O modelo Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢do assume a
existéncia de sitios de ligagao com diferentes afinidades com o adsorvato, sendo que,
em baixas concentragdes, o adsorvato interage com o sitio de maior afinidade e, em
altas concentragdes, interage com os sitios de menor afinidade (LIMA, ADEBAYO e
MACHADO, 2015; ARASTEH et al., 2010). A Equagao 17 refere-se ao modelo de
Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorgéo.

by X (Ky X C)™ by X (K X Co)™ Equacgéo 17
T 1+ (KX Co)™ 1+ (Kp X C,)"2

Onde Qe ¢ a quantidade de adsorvato adsorvido no equilibrio (mg g-'), b1 e b2
representa a capacidade maxima de adsorgdo em cada sitio (mg g-'), Ce indica a
concentragdo de adsorvato na fase liquida (mg L"), K1 e K2 é a constante do modelo
de Langmuir-Freundlich e n é o parametro de heterogeneidade (PRETE e TARLEY,
2019; CASARIN et al., 2017).

Diferentes modelos de isotermas podem ajustar, em maior ou menor extensao,
com os dados experimentais. Parametros que estimam a concordancia entre os

valores experimentais e os preditos podem ser empregados para avaliar a qualidade
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dos ajustes. Geralmente sdo empregados os parametros de coeficiente de
determinagdo (R?) e Root Square Mean Error (RSME). Quanto melhor a adequacgéo
do modelo aos dados experimentais, ou seja, quanto mais proximo os dados
experimentais estiverem dos valores previsto pelo modelo, melhor sera o ajuste.
Assim, quanto mais baixo o valor de RSME e mais préximo de um o valor de R?, mais
os dados experimentais se ajustam ao valor obtido pelo modelo (LIMA, ADEBAYO e
MACHADO, 2015; FOO e HAMEED, 2010; ARASTEH et al., 2010).

4.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS RELATIVOS AO METODO MDSPE

4.6.1 Influéncia da massa e do tempo de vortex na adsor¢cdao da OTC pelo do
Fes304/SiO2/MIP

A influéncia da massa do Fe304/SiO2/MIP (10,0; 20,0 e 25,0 mq) foi avaliada

na porcentagem de adsor¢cdo da OTC realizando agitagcdo em vortex por 180
segundos da mistura com 40,0 mL de uma solugdo de 100 ug L' de OTC em pH 4,0.
ApOs a separagéao das fases liquida e solida com a aplicagdo de um campo magnético
externo, 1,0 mL do eluato foi filtrado em seringa com filtro de membrana de Nylon®
0,45 pm e analisado por HPLC-DAD. Os experimentos foram realizados em triplicatas.
A influéncia do tempo de vortex na porcentagem de adsor¢cdo da OTC foi
estudada com os tempos de 40, 50, 60, 120 e 180 segundos, sob as mesmas
condi¢cbes do estudo anterior, no qual apds a separacgao de fases 1,0 mL do eluato
filtrado em seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 ym e analisado por HPLC-
DAD. Os experimentos foram realizados em triplicatas. As porcentagens de adsorgao

de OTC foram determinadas pela Equacgao 4.

4.6.2 Influéncia na natureza e do volume do solvente de eluigao

Para o estudo da influéncia do solvente de eluicdo, foram agitados em
triplicatas, 10,0 mg de Fe304/SiO2/MIP em 40,0 mL de solugdo de OTC 100 yg L' em
agua (pH 4,0). Apos a agitacdo em vortex, o material foi separado do eluato com a
aplicacdo de um campo magnético externo. Para a eluigdo, foram testados os
solventes: fase moével (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgéo de

22,5/77,5 (vIv)), 1% de acido acético em metanol, 1% de acido acético em agua e
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acido oxalico 0,01 mol L-'. Para cada solvente, utilizou-se 2,0 mL e tempo de agitagdo
de 60 segundos em vortex. As fases foram separadas com o auxilio de um campo
magnético externo, e o eluato foi filtrado em seringa com filtro de membrana de Nylon®
0,45 um e analisado por HPLC-DAD. Sendo que para 1% de acido acético em metanol
e 1% de acido acético em agua os solventes foram evaporados sob fluxo de N2 e
retomados em fase mével para posterior analise por HPLC-DAD.

Ap0s, realizou-se o estudo do volume de acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol
L' na proporgao de 22,5/77,5 (v/v) para a eluigdo da OTC, sendo testados os volumes
de 200, 300, 400 e 500 uL. Para o estudo, foram agitados em ftriplicatas, 10,0 mg do
Fe304/SiO2/MIP em 40,0 mL de uma solugdo de 100 pg L' de OTC em agua (pH 4,0).
ApoOs a agitagdo do material em vortex por 60 segundos, o adsorvente foi separado
com a aplicagdo de um campo magnético externo, e foi adicionado ao Fe304/SiO2/MIP
a quantidade em estudo do solvente de eluigao, sendo este submetido a uma agitagao
em vortex por 60 segundos, separado por campo magnético externo, e filtrado em

seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 ym para analise por HPLC-DAD.

4.6.3 Determinagéao dos parametros analiticos

O desempenho do método proposto para a pré-concentragdao de OTC foi
avaliado a partir do célculo dos parametros analiticos, tais como linearidade da curva
analitica, fator de pré-concentragcao (FPC), limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ) e precisdo, utilizando o Fe304/SiO2/MIP sob as condi¢des
otimizadas.

Para isso, com as melhores condi¢cdes de adsorcao e eluicdo, duas curvas
analiticas foram construidas em triplicatas, sendo uma submetendo solug¢des padroes
de OTC as etapas de adsorcao e elui¢cao para posterior injecao por HPLC-DAD, e a
outra com a injecao direta das solugdes padrées de OTC no HPLC-DAD.

O limite de detecgéao (LD, do inglés Limit of Detection) € a menor concentragao
do analito que pode ser detectada, mas nédo necessariamente quantificada, enquanto
o limite de quantificagcdo (LQ, do inglés, Limit of Quantification) € a menor
concentracdo do analito que pode ser quantificada pelo método proposto com
precisdo e exatiddao aceitaveis nas condigdes experimentais, sendo expresso em
unidade de concentragdo. Ambos foram calculados de acordo com a IUPAC
(Equacdes 18 e 19, respectivamente) (LONG E WINEFORDNER, 1983). Em que std
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€ 0 desvio padrao da leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da curva
analitica. O fator de pré-concentracdo (FPC) foi determinado pela razdo entre o

coeficiente angular da curva com e sem a etapa de pré-concentragao.

LD = 3std
m

Equacéo 18

10std
m

LQ =

A precisao intradia e interdia do método, foi determinada calculando o desvio

Equacéo 19

relativo (DPR) para réplicas auténticas (n= 10) de solugbes de OTC nas

concentragdes de 20,0 e 100,0 ug L', submetidas a pré-concentragio.

4.7 APLICACAO DO METODO MDSPE EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL E
LEITE

Amostras de agua superficial do Lago do Iguapd situado na cidade de Londrina,
regido norte do Parana — BR (coordenadas: 23°29'53"S51°14'71"W), foram coletadas
e armazenadas em frascos ambar. Os frascos foram lavados com agua e detergente
e em seguida foram enxaguados com agua ultrapura e secos a temperatura ambiente.
Na sequéncia permaneceram em banho de &cido nitrico 10% por 24 horas.
Posteriormente foram enxaguados com agua ultrapura e secos, no qual 15,0 mL de
acetona foram passados no interior dos frascos e novamente secos para utilizagao.
Durante a coleta, os frascos foram ambientados por quatro vezes com as amostras.
ApoOs a coleta, as amostras foram acidificadas com H2SO4 (pH = 2,0) no ponto de
coleta, transportadas para o laboratério e conservadas sob refrigeracdo em
temperatura de 5 °C. Posteriormente, foram filtradas em membranas de celulose 0,45
Mm e conservadas sob refrigeragao na temperatura de 5 °C.

Para analise de residuos de OTC nas amostras de agua superficial, em
triplicatas, 40,0 mL de amostra com pH ajustado para 4,0, foram submetidos ao
procedimento MDSPE com 10,0 mg de Fe304/SiO2/MIP, agitando em vértex por 60
segundos. Fase sélida e fase liquida foram separadas com a aproximagao do campo
externo magnético e a fase solida foi submetida ao procedimento de eluigao, utilizando
400 yL de acido oxalico 0,01 mol L-'/acetonitrila (77,5/22,5 v/v) agitando por 60
segundos em vortex, seguido de filtragem em seringa com filtro de membrana de
Nylon® 0,45 um e determinagdo por HPLC-DAD. Com o intuito de averiguar a exatidao
do método proposto, testes de adigao e recuperagao de padrao foram empregados.
Para tal, as amostras de agua superficial foram dopadas com quantidades conhecidas
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de OTC (nos niveis de 12,0 e 20,0 ug L") e submetidas aos procedimentos de
MDSPE.

O método MDSPE também foi aplicado em amostras de leite bovino integral e
desnatado UHT (ultra-high temperature) adquirida em supermercado local, na cidade
de Londrina — PR. Em triplicatas, as amostras passaram por um procedimento inicial,
no qual 5,0 mL de amostra de leite foram adicionadas a tubos Falcons juntamente
com 10,0 mL de tamp&o Mcllaaive 0,1 mol L' pH 4,0. As amostras foram levadas ao
banho ultrassénico por 15 minutos, e posteriormente submetidas a centrifugagéo por
10 minutos a 3000 rpm, e apds decorrido o tempo os sobrenadantes foram coletados.
O procedimento de extragdo com adigédo de 10,0 mL de tampao Mcllaaive 0,1 mol L-"
pH 4,0, foi efetuado por quatro vezes seguidas a fim de obter 40,0 mL de extrato das
amostras para o procedimento de extragdo MDSPE.

O tampao Mcllaaive 0,1 mol L' pH 4,0, foi utilizado para a precipitagdo das
proteinas do leite conforme descrito na literatura (PRADO e MACHINSKI JUNIOR,
2011). A solugao tampéo é composta por 0,07 mol L' acido citrico monohidratado, 0,1
mol L' hidrogenofosfato dissddico dihidratado, 0,01 mol L' e &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) diluidos em agua e o pH é ajustado para faixa
desejada. Como as tetraciclinas sao facilmente degradadas em solugdes alcalinas,
justifica-se ajustar o pH da solugado tampao para acido, sendo o pH 4,0 escolhido
devido a maior adsorgéo da OTC ao Fe304/SiO2/MIP, conforme avaliado nos estudos
de influéncia de pH.

Ap0s o procedimento de extracao, 40,0 mL do extrato da amostra de leite foram
coletados e submetidas ao procedimento MDSPE com 10,0 mg de Fe304/SiO2/MIP,
agitando em vortex por 60 segundos. Fase sdlida e fase liquida foram separadas com
a aproximagao do campo externo magnético e a fase solida foi submetida ao
procedimento de eluigdo, utilizando 400 yL de acido oxalico 0,01 mol L-'/acetonitrila
(77,5/22,5 v/v) agitando por 60 segundos em vortex, seguido de filtragem em seringa
com filtro de membrana de Nylon® 0,45 ym e determinagao por HPLC-DAD.

Com o intuito de averiguar a exatiddo do método proposto, testes de adigéo e
recuperacédo de padrao foram empregados. Para tal, os 5,0 mL das amostras leite
foram dopados com quantidades conhecidas de OTC (amostra B nos niveis 20,0 e
40,0 ug L' e amostra C nos niveis 25,0 e 50,0 ug L") e submetidas aos procedimentos

de precipitacdo das proteinas, extracao e eluicdo da OTC do Fe304/SiO2/MIP. Estas
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concentragdes foram escolhidas com base nos LMR permitidos no Brasil pela ANVISA

estabelece um limite de 100 pg L.

4.8 AVALIAGAO DA SELETIVIDADE E DOS PARAMETROS ANALITICOS FRENTE
AOS ANALOGOS ESTRUTURAIS DAS TCs

4.8.1 Avaliagao da seletividade

O estudo da seletividade do Fe304/SiO2/MIP em relacdo a OTC e os analogos
estruturais das TCs foram realizados estudos de adsor¢ao competitiva com solucdes
binarias contendo o analito e uma molécula interferente, sendo avaliadas as moléculas
de TC, CTC e DC.

Os experimentos foram realizados em ftriplicata com 10,0 mg do
Fe304/SiO2/MIP em 40,0 mL de solugao binaria na concentragdo 100,0 ug L' de OTC
e interferente em agua pH 4,0. Apos agitagdo em vortex por 60 segundos, o material
foi separado com a aplicagao de um campo magnético externo e o eluato filtrado em
seringa com filtro de membrana de Nylon® 0,45 ym e analisado por HPLC-DAD. O
mesmo procedimento foi realizado para o Fe304/SiO2/NIP. Com os resultados obtidos,
foram determinados os parametros coeficiente de distribuicdo (Ka), coeficiente de

seletividade (k) e coeficiente de seletividade relativo (k’), conforme Equacbes 5,6 e 7.

4.8.2 Parametros analiticos para os analogos estruturais

O desempenho do método proposto para a pré-concentragdo dos analogos
estruturais das TCs foi avaliado a partir do calculo dos parametros analiticos utilizando
o0 Fe304/SiO2/MIP sob as condicbes otimizadas. Para isso, com as melhores
condicbes de adsorcao e eluicdo, duas curvas analiticas foram construidas em
triplicatas, sendo uma submetendo solu¢des padrdes de TCs as etapas de adsorgao
e eluigdo para posterior injecdo por HPLC-DAD, e a outra com a injegcao direta das
solucdes padroes de TCs no HPLC-DAD.

Os LDs e LQs foram calculados de acordo com a IUPAC (Equacgdes 18 e 19,
respectivamente). A precisao intradia e interdia do meétodo, foi determinado calculando
o desvio relativo (DPR) para réplicas auténticas (n= 10) de solugcbes de TCs nas

concentragdes de 20,0 e 100,0 ug L' submetidas a pré-concentragéo.
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4.8.3 Aplicagcao do método MDSPE paras as TCs em amostras de leite

O método MDSPE foi aplicado em amostras de duas marcas distintas (A e B)
de leite bovino integral, semi-desnatado e desnatado UHT (ultra-high temperature)
adquirida em supermercado local, na cidade de Londrina — PR. Em triplicatas, as
amostras passaram pelo procedimento descrito no item 4.7 e apresentado na Figura
12 em que, 5,0 mL de amostras de leite foram adicionadas a tubos Falcons (a)
juntamente com 10,0 mL de tamp&o Mcllaaive 0,1 mol L' pH 4,0 (b). As amostras
foram levadas ao banho ultrassénico por 15 minutos (c), e posteriormente submetidas
a centrifugacdo por 10 minutos a 3000 rpm, e apos decorrido o tempo os
sobrenadantes foram coletados (d). O procedimento de extragdo com adigéao de 10,0
mL de tampao Mcllaaive 0,1 mol L' pH 4,0, foi efetuado por quatro vezes seguidas, a
fim de obter 40,0 mL de extrato das amostras para o procedimento de extragao
MDSPE.

Figura 12. Preparo da amostra de leite para aplicacao do metodo MDSPE

\\\\\\

c)

Fonte: o autor

Com o intuito de averiguar a exatidao do método proposto, testes de adicao e
recuperacao de padrao foram empregados. Para tal, as amostras leite foram dopadas
com quantidades conhecidas de TCs (nos niveis de 25,0 e 35,0 ug L") e submetidas
aos procedimentos de precipitagao das proteinas, extragdo e eluicdo dos analitos do
Fe304/SiO2/MIP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS

5.1.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho com reflexado total atenuada (ATR-
FTIR)

As analises foram realizadas para o template OTC e para o mondmero
funcional ICPTES (3-triethoxisilil propil isocianato), e posteriormente para o produto
da reacdo entre template e MF (Figura 7). Os materiais Fe304, Fe304/SiOz,
Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP também foram analisados.

Os espectros de ATR-FTIR do template, do monémero funcional e do complexo
formado entre a OTC e 0 ICPTES sao apresentados na Figura 13. O espectro da OTC
apresenta uma banda caracteristica para estiramento N-H e O-H em 3362 cm"’
(TRIVEDI et al., 2016; COATES, 2000). A regido entre 1700 cm™ e 1500 cm'
apresenta picos caracteristicos do grupo funcional tricarbonilamida (GU e
KARTHIKEYAN, 2005; MYERS, TOCHON-DANGUY e BAUD, 1983). A banda em
1673 cm™' pode ser atribuida a ligagdo —C=0 associado a amida (WU et al., 2016; GU,
KARTHIKEYAN, 2005; MYERS; TOCHON-DANGUY; BAUD, 1983). As bandas em
1618 cm™' e 1583 cm™! sdo caracteristicas de grupos carbonilas presentes nos anéis
(WU et al., 2016; GU; KARTHIKEYAN, 2005).

A banda em 1458 cm™' pode ser atribuida tanto a vibragtes de ligagdo =C—N—
(GHADIM et al., 2013; ZHANG et al., 2011) quanto para ligagbes —C=C— (TRIVEDI et
al., 2016; WU et al., 2016), enquanto a banda em 1332 cm™' pode ser associada a
deformagdes das ligagbes C—H (TRIVEDI et al., 2016; COATES, 2000) e a banda em
1216 cm™' pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo N-H (CHANG et al., 2020;
COATES, 2000). As bandas abaixo de 1000 cm-', como em 860 cm, sdo
caracteristicas de deformacgdes angular para ligagdes C—H em anel aromatico
(COATES, 2000).

Para o espectro do mondmero funcional ICPTES, a banda em 2264 cm™' de
intensidade forte €& correspondente ao grupamento isocianato. As bandas
relativamente fortes na faixa de 2800-3000 cm-' corresponderam a vibragéo de
alongamento das ligagdes C—H. Bandas correspondentes as vibragdes de

alongamento assimétrico e simétrico da ligacdo Si—O-Si aparecem no intervalo de
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1200 cm™ a 1000 cm™' e a aproximadamente 800 cm-!, respetivamente. Ainda, a
banda correspondente a vibragcdo de alongamento da ligacdo Si—OH pode ser
observada a aproximadamente 954 cm”' (ANDRASIK, 2004; GUNEY e GUNEY,
2017).

Figura 13. Espectros de ATR - FTIR da OTC, ICPTES e do complexo OTC-ICPTES
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Apos a formagado do complexo OTC-ICPTES, entre 1750 e 1350 cm' observa-
se a presenca de bandas ausentes no espectro da OTC e do ICPTES, oriundas da
ligacdo estabelecida entre template-MF, sendo a banda em 1711 cm-! referente ao
grupo carbonila da ligagdo de uretano formada pelo complexo. Ainda, pode-se
observar o desaparecimento da banda em 2264 cm™' caracteristica do grupo
isocianato (—N=C=0) apos a formagao do complexo, uma vez que o complexo OTC-
ICPTES estabelece uma ligagéo de uretano entre template e MF (GUNEY e GUNEY,
2017).
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Para verificar a presenca de grupos funcionais caracteristicos dos materiais de
partida, realizou-se o ATR-FTIR do Fe304 e posteriormente, do Fe304/SiOz2, sendo

que os espectros dos respectivos materiais sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14. Espectros de ATR-FTIR do Fe304 e Fe304/SiO2
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O espectro de infravermelho do Fe3Os4 e Fe304/SiO2 apresentaram os
principais modos de vibragao caracteristico desses materiais. As bandas de absorgéo
na regido de 3406 cm™' s3o referentes ao estiramento vibracional dos grupos OH
pertencentes as hidroxilas estruturais e o pico em 1635 cm™' pode ser atribuido a
deformagdo angular das moléculas de agua na superficie dos materiais (SANTOS,
TARLEY e CORAZZA, 2022; DINIZ e TARLEY, 2015; CUNHA et al., 2012). A banda
em 560 cm™' refere-se a vibragdo de alongamento da ligagdo Fe—O—Fe, confirmando
a estrutura do FesO4. Percebe-se que esta banda é preservada no espectro do

material Fe304/SiO2/MIP (Figura 15), demonstrando que a composi¢céo do Fe3O4 nao
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sofre alteragdes significativas, durante as etapas seguintes de sintese dos materiais
(SANTOS, TARLEY e CORAZZA, 2022; OLIVEIRA et al., 2019; KARIMI, RANJBAR e
AKBARPOOR, 2016; DINIZ e TARLEY, 2015; WANG et al., 2009).

Depois da incorporagao da silica ao 6xido de ferro, aparecem novas bandas
referentes as interagdes entre o silicio e o 6xido de ferro, como é o caso da banda em
448 cm™, resultante da deformagdo da ligagdo Si-O-Fe (KHOSROSHAHI e
GHAZANFARI, 2012). As bandas em 1063 cm™ e 796 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos assimétricos e simétricos das ligagdes Si—O-Si. E, em 975 cm™' observa-
se uma leve formagdo de um ombro atribuido ao estiramento simétrico Si-OH
(SANTOS, TARLEY e CORAZZA, 2022; MENDONCA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019; DINIZ e TARLEY, 2015; XIE et al., 2014).

O espectro do Fes304/SiO2/MIP é apresentado na Figura 15, assim como o
espectro do Fe304/SiO2/NIP. A sintese do polimero molecularmente impresso
baseado na adicdo do complexo OTC-ICPTES e Tetraetoxisilano (TEOS), reagente
de reticulagéo, ao meio reacional resulta na preservagdo da banda em 1063 cm-', que
€ atribuida aos estiramentos assimétricos Si—O-Si. Ainda, observa-se um pequeno
ombro em 970 cm™', atribuido ao estiramento simétrico Si—-OH, e uma banda em 434
cm™', proveniente da deformagdo da ligagdo Si-O-Fe (KARIMI, RANJBAR e
AKBARPOOR, 2016; MENDONCA et al., 2019).

Conforme demostrado na Figura 7, ocorre a formagao do complexo template-
mondmero funcional (OTC-ICPTES), no qual acontece uma ligagao de uretano. Para
remover as moléculas de OTC ligadas covalentemente ao ICPTES e impressas na
rede polimérica, as particulas de Fe304/SiO2/MIP foram aquecidas a 160°C em uma
solugdo mista de dimetilsulféxido (DMSO) e agua na proporg¢ao de 5:1 (v/v) durante
8,0 horas permitindo a clivagem da ligacao de uretano e resultando em um grupo
amino (NHz2). As bandas caracteristicas de ligagbes —NH2 e N-H atribuidas pela
literatura aparecem em 3374 cm™' e 1638 cm™', respectivamente. Porém, estas bandas
podem ter sido sobrepostas por bandas de estiramento vibracional dos grupos OH e
por bandas de deformacdo angular das moléculas de agua na superficie dos
materiais, como apresentado no espectro de infravermelho do Fe304/SiO2 (Figura 10)
(DINIZ e TARLEY, 2015; FAN et al., 2012).

A Figura 15 ainda ilustra o espectro do Fe304/SiO2/NIP, material sem a
impressao quimica da molécula de OTC, e sintetizado utilizando o APTES como

mondmero funcional para se obter os mesmos grupos funcionais que o material com
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impressao quimica apos a clivagem da ligacéo entre o ICPTES e a OTC. Assim como
nos demais materiais, observa-se no polimero ndo impresso a presenca da banda
referente ao o6xido de ferro em 558 cm', a banda em 435 cm™ originaria da
deformacgéo da ligagdo Si—-O—Fe, a banda em 796 cm™' atribuida aos estiramentos
simétricos das ligagdes Si—O-Si, a banda em 1045 cm™' referente aos estiramentos
assimétricos Si-O-Si e o pequeno ombro em 948 cm-! atribuido ao estiramento
simétrico S—OH, oriundos do 6xido de ferro recoberto com silica (MENDONCA et al.,
2019; GUNEY e GUNEY, 2017).

Figura 15. Espectro de ATR-FTIR do Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP
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A sintese do Fe304/SiO2/NIP utilizado APTES com o intuito de originar os
mesmos grupos funcionais do Fe304/SiO2/MIP apds a clivagem do complexo OTC-
ICPTES, originaria bandas carateristicas de ligagcdes —NH2 e N-H. Porém, como ja
discutido no material Fe304/SiO2/MIP, estas bandas podem ter sido sobrepostas por

bandas de estiramento vibracional dos grupos OH e por bandas de deformagéao
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angular das moléculas de agua na superficie dos materiais (DINIZ e TARLEY, 2015;
FAN et al., 2012).

5.1.2 Fisiossorgao de N2

Os resultados de area superficial, volume de poros e didmetro de poros estao
apresentados na Tabela 2. A IUPAC classifica os materiais de acordo com a
porosidade em funcio do didmetro médio de poros. Materiais com poros de didmetros
superiores a 50 nm sao classificados como macroporosos, com didmetros entre 2 nm
e 50 nm de mesoporosos, e com didmetros inferiores a 2 nm sao classificados como
microporosos. Assim, os materiais sintetizados sao classificados como mesoporosos
por possuirem tamanho entre 2 e 50 nm (THOMMES et al., 2015).

Tabela 2. Area superficial, volume médio de poro e diametro médio de poro para
0 Fe304, Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP-OTC, Fez04/SiO2/MIP e Fe3z0a4/SiO2/NIP

Area superficial Volume médio de Diametro médio de
Material
(m2g™) poro (cm3g™) poro (nm)
FesO4 116,3 0,302 10,4
Fes04/SiO2 200,2 0,508 10,1
Fe304/SiO2/MIP-OTC 211,9 0,507 9,6
Fe304/SiO2/MIP 216,0 0,528 9,8
Fes04/SiO2/NIP 103,6 0,222 8,6

Fonte: o autor

As particulas de Fe3O4 apresentam area superficial reduzida comparada aos
materiais Fe304/SiOz2, Fe304/SiO2/MIP-OTC e Fe304/SiO2/MIP, € um menor volume de
poro caracterizando-o como um material de baixa porosidade. Esse resultado se deve
ao maior grau de agregacdo das particulas de Fe3Os4, ocasionando menor area
superficial.

As particulas de Fes04/SiO2 apresentam um aumento significativo de area
superficial e de volume dos poros devido a modificagao da superficie. O mecanismo da
reacado do processo de modificacdo da superficie do 6xido de ferro pela silica € muito
diverso. A reacgao ocorre entre um precursor silano (Na2SiO3) e o material sélido
(FesOas), envolvendo mais de um mecanismo e possibilitando a ocorréncia de varios
intermediarios diferentes durante a reagdo. Pressupdem-se que os grupos silandis,

oriundos da hidrélise do Naz2SiOs, reajam entre si por meio de rea¢des de condensagao
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e com as ligagdes de Fe-O, para formar a ligacao de Si-O-Fe (apresentada no espectro
de ATR-FTIR do material na Figura 13) (ALFAYA e KUBOTA, 2002; SHARAFI et al.,
2018). Em decorréncia disto, supdem-se que na sintese do material a reag&o entre o
NazSiOs e o FesOq4, tenha resultado na formagao de estruturas com area superficial e
volume médio de poro maiores que do FesOa4.

A éarea superficial dos materiais Fe304/SiO2/MIP-OTC e Fe304/SiO2/MIP
aumenta ligeiramente em relacdo ao Fes304/SiO2, muito provavelmente devido a
formacédo da cadeia polimérica durante o processo de impressao quimica. Apds a
remocao do template da rede polimérica (Fe3O4/SiO2/MIP), observa-se um pequeno
aumento na area superficial (216,0 m? g'), o que permite inferir que o femplate pode
ocupar alguns poros do material (OLIVEIRA; SEGATELLI e TARLEY , 2016).

Na sintese do Fe304/SiO2/MIP, forma-se uma rede polimérica catalisada pelo
HCI, na qual os atomos de Si oriundo do TEOS e a sua fragao etoxi é hidrolisada, para
na sequéncia reagir com os grupos OH da superficie do Fe304/SiO2, formando a ligacéo
Si-O-Si (apresentada no espectro de ATR-FTIR do material na Figura 14). Depois,
esses grupos silandis ligam-se ao complexo OTC-ICPTES, que através do processo de
clivagem quimica remove a molécula de OTC, que por ser volumosa diminui as reagoes
de hidrélise e condensacdo, originando a formagcdao de um maior numero de
ramificacdes na rede polimérica e de um material com maior area superficial (ALFAYA
e KUBOTA, 2002; SHARAFI et al., 2018).

O Fe304/SiO2/NIP apresenta area superficial, diametro médio e volume médio
de poro reduzido comparado aos demais materiais. A diminuicdo dos parametros é
decorrente da substituicdo do produto do complexo OTC-ICPTES pelo APTES. Na
reacao de polimerizagédo do NIP sobre Fe304/SiOz, o grupo etoxi (CHsCH20) do APTES
€ hidrolisado e reage com os grupos OH da superficie do material para formagéo de
uma ligagdo Si-O-Si com o TEOS, enquanto o grupo amino permanece livre para
posterior ligagdo com a OTC.

Conforme a clasificacdo da IUPAC sobre os perfis das isotermas de fisissorcéao,
as isotermas de adsorgao e dessorgao, apresentadas na Figura 16, sdo do tipo IV com
de histerese tipo H3, que apresenta dois ramos distintos sendo que, o ramo superior
representa a quantidade de gas dessorvida no processo de dessorgédo, enquanto o
ramo inferior mostra a quantidade de gas adsorvida com o aumento da pressao relativa.
As isotermas do tipo IV sao caracteristicas de adsorventes mesoporosos, onde o

processo de evaporagao € diferente do processo de condensagao, confirmando o
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aspecto ja estabelecido pelo didmetro médio dos poros dos materiais (BEDIN et al.,
2017; THOMMES et al., 2015; SING, 1985).

Figura 16. Isotermas de adsorg¢ao e dessorgao do Fe304, Fe304/SiOz,
Fe304/SiO2/MIP-OTC, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP
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5.1.3 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica mede a variacdo da massa da amostra em funcgao
da temperatura e sua curva resultante fornece informacées quanto a estabilidade
térmica dos materiais sintetizados e ajudam a compreender o processo de
incorporagao dos materiais a cada etapa da sintese. Os materiais foram aquecidos de
30 a 900 °C e as curvas termogravimétricas estdo reunidas na Figura 17.
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Figura 17. Curvas termogravimétricas para o FesO4, Fe304/SiOz2, Fe304/SiO2/MIP-
OTC, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP
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Para as particulas de Fe3O4 foi observada uma pequena perda de massa de
6,9 %, devido a sua natureza inorganica. Para as particulas de Fe304/SiO2 foi
observada 11,83 % de perda de massa. As porcentagens de perdas de massa para o
Fe304/SiO2/MIP-OTC e Fe304/SiO2/MIP sao muito semelhantes, 12,49 % e 12,17 %
respectivamente, e o Fe304/SiO2/NIP apresentou a maior perda de massa (16,99 %)
em relacdo aos demais materiais. Para todos os materiais, a perda de massa inicial
em temperaturas inferiores a 150 °C pode ser atribuida a eliminacdo de agua
fisicamente adsorvida na superficie das amostras (XIE et al., 2014).

O material Fe3zO4 apresentou menor perda de massa quando comparado aos
demais materiais, coerente com a sua natureza inorganica. Apds a primeira perda de
massa devido a agua adsorvida na superficie do material, a segunda perda de massa
que ocorre entre 200 e 320 °C, mais especificamente em 270 °C, é atribuida a
conversdo do Fe3Os - magnetita em y-Fe203 — maghemita, e por volta de 320 °C a
yFes3O4 passa a a-Fe203, que € a conversdao da maghemita em hematita, alterando a
estrutura cristalina e as propriedades magnéticas do Fe3O4 (ALAMRI et al., 2018). A

menor perda de massa do Fe3O4 é também atribuida ao fato de que este possui uma
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maior resisténcia térmica, pois possui uma temperatura de fusao acima de 1400 °C
(OLIVEIRA et al., 2019).

Para o material Fe304/SiO2, a protecdo com silica do éxido de ferro possui
estabilidade térmica e as perdas de massa sao provenientes da magnetita. A segunda
perda de massa entre 200 °C e 320 °C, é referente a conversao de magnetita em
maghemita e, em seguida para hematita. A ultima perda de massa acontece acima de
330 °C e é atribuida a perda dos grupos silanos da superficie da silica, essa perda
nado ocorre a uma temperatura especifica pois esses grupos se decompdem
lentamente na superficie da silica (FRANQUI et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2019).

As curvas termogravimétricas para o Fe304/SiO2/MIP-OTC e Fe304/SiO2/MIP
sao muito semelhantes. Entre 200 e 320 °C ¢é atribuida as mudancas de composig¢ao
do Fes0O4 (magnetita-maghemita-hematita). De 320 até 500 °C a perda de massa é
referente a decomposicao térmica dos grupos funcionais amino e a fragées organicas
ligadas a atomos de silicio dos grupos etoxi do mondmero funcional ICPTES. Acima
de 500 °C, a perda de massa corresponde a desidratacao completa das espécies de
silica que depois permanecem estaveis (KHOSROSHAHI e GHAZANFARI, 2012).

O Fes04/SiO2/NIP apresenta uma perda de massa superior em comparagao
aos outros materiais, 0 que sugere a presenga de uma fragdo organica atribuida ao
APTES maior no polimero sem impressao quimica, sendo a decomposi¢ao desta a
principal responsavel pela elevada perda de massa, além das perdas de H:20,
transformacdes de fase do Fe304 e desidratacido completa da silica discutidas para os

materiais anteriores.

5.1.4 Medidas de magnetizagao

A magnetometria de amostra vibrante (VSM) tem como finalidade determinar a
resposta magnética do material quando este é submetido a aplicagdo de um campo
magnético fixo por um determinado tempo (SODIPO e AZIZ, 2016). As medidas de
magnetizagao sao realizadas para o monitoramento da presenga de ferromagnetismo
ou ferrimagnetismo nos materiais sintetizados e sdo apresentadas na Figura 18.
Observa-se que a magnetizagdo dos materiais aumenta conforme aumenta a forga do
campo magnético, obtendo-se assim uma curva sigmoide.

No detalhe da Figura 18 pode-se observar que os materiais apresentaram uma

pequena histerese, que é quando a magnetizag&o nao retorna ao zero quando retirado
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o0 campo magnético externo. Os materiais exibiram comportamento caracterizado
como ferrimagnético, pois seus momentos magnéticos se alinham fortemente na
diregdo de um campo magnético externo e quando este é retirado, parte dos
momentos magnéticos volta a se desalinhar, e outra parte mantém o alinhamento

obtido quando da aplicagdo do campo magnético (KUDR et al., 2017).

Figura 18. Curvas de magnetizacao do Fes3O4, Fe304/SiO2 e Fe304/SiO2/MIP,
Fe304/SiO2/NIP (No detalhe da parte inferior direita, é possivel observar a pequena
histerese obtida para cada um deles)
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Fonte: o autor

Para a realizar as medidas de magnetizagéo, o material é colocado sob efeito
de um campo magnético até atingir uma magnetizacdo de saturagao, que € gerada
pelo alinhamento maximo de todos os momentos magnéticos do material. Com a
diminuicdo do campo magnético, o valor de magnetizagéo decresce para o valor de
remanéncia. O campo necessario para remover a magnetizagdo de um material
depois de ser submetido ao campo magnético externo € chamado de coercitividade
(SODIPO e AZIZ, 2016). Os valores de magnetizagdo de saturagdo, remanéncia e
coercitividade sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros magnéticos obtidos pela analise de medida magnética
Magnetizagao de saturagao Remanéncia (emu  Coercitividade

(emu g) g’ (Oe)

FesO4 48,90 0,33 4,38
Fes04/SiO2 22,51 0,15 4,30
Fes04/SiO2/MIP 22,07 0,14 4,01
Fe304/SiO2/NIP 11,54 0,08 4,22

Fonte: o autor

Os valores de magnetizagdo de saturacdo podem ser considerados uma
medida da forga magnética maxima dos materiais. Observa-se uma diminuicdo destes
valores apos o recobrimento das camadas do material, que € esperada uma vez que
a silica e a rede polimérica protegem a magnetita. Assim, a diminuigdo nos valores de
magnetizagdo aponta para a presenga da silica e do polimero molecularmente
impresso na superficie do Fe3O4, causando um efeito de blindagem, devido ao fato de
que se sintetizados e analisados separadamente, estes materiais ndo possuem
caracteristicas ferrimagnéticas (GAO et al., 2016; DAl et al., 2014).

A reducdo dos valores de magnetizagdo de saturagdo do FesOs4 para os
materiais Fe304/SiO2 e Fe304/SiO2/MIP, pode ser explicada pela ligagao quimica Fe-
O-Si, uma vez que a silica se liga a superficie do 6xido de ferro por meio dessa. Com
a ligagao dos ions de ferro ao silicio, 0 momento magnético desses desaparece,
ocasionando a diminuigdo do ferrimagnetismo e demonstrando a presenca de silica
nesses materiais (ALAMRI et al., 2018).

Para o Fe304/SiO2/NIP, a magnetizagao sofre mais um decréscimo, apontando
que a polimerizagdo ocorreu na superficie do Fe304/SiO2 e que os grupos silano
adicionados pelo (3-aminopropil) trietoxissilano para substituir os grupos funcionais
iguais aos do complexo template-MF do Fe304/SiO2/MIP, causaram um efeito de
blindagem maior sendo que o polimero ndo impresso atuou com uma camada de
protecdo do nucleo magnético, causando a queda da magnetizacao de saturacao
(ALAMRI et al., 2018).

Mesmo com a diminuigao significativa da magnetizagao de saturagédo do Fes3O4
de 48,90 emu g'" para 22,07 emu g" do Fe304/SiO2/MIP, este material ainda apresenta
forte caracteristica magnética, uma vez que pode facilmente ser isolado com a

aplicagao de um campo magnético externo, como pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19. Fe304/SiO2/MIP sem e com aproximag¢ao de um campo magnético
externo, respectivamente

Fonte: o autor

5.1.5 Difragao de raios-X

As propriedades estruturais dos materiais sintetizados sdo analisadas pela
difracdo de raios-X (XRD), a fim de elucidar a estrutura cristalina e, também para
auxiliar na compreensao de suas propriedades. Os difratogramas sdo apresentados
na Figura 20 na qual é possivel observar o parametro GOF, os valores observados
(medidas), calculados (refinamento) e a diferenca em cada material. No primeiro
difratograma é mostrado o padrao de referéncia Fe3O4 (Cubic Fd-3m), seguido pelos
difratogramas das particulas de Fes3Os recobertas com SiO2 (Cubic P213), e do
Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP.



89

Figura 20. Difratogramas de raios X para o Fe304, Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e
Fe304/SiO2/NIP
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Fonte: o autor

Os materiais Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP apresentam uma
pequena diminui¢do na intensidade dos picos da magnetita, devido a protecédo com
silica e ao recobrimento polimérico. Porém observa-se nas imagens a preservagao
dos picos 26 = 30,2° (220), 35,5° (311), 43,2° (400), 53,6° (422), 57,1° (511), € 62,7°
(440), que se referem aos indices de Miller (respectivamente), de acordo com o padréao
de difragcdo de Fes30s4 cristalino, (JCPDS, arquivo 19-0629), que evidenciam a
presenca da fase magnetita em todos os materiais sintetizados (ARVAND,
ERFANIFAR e ARDAKI, 2017).

A Tabela 4 apresenta os Parametros cristalograficos para amostras FesOa,
Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP, na qual estdo expressas as
porcentagens de massa, parametro de rede (a = b = ¢ para cubico), tamanho de

cristalito e microdeformacéo.
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Tabela 4. Parametros cristalograficos para o FesO4, Fe304/SiOz, Fe304/SiO2/MIP
e Fe304/SiO2/NIP

Parametros de Tamanho de
Microdeformacao
Amostra Fase Peso% rede cristalito
(%)
(A) (nm)
FesOa4 FesO4 100 a = 8,35(5) 8(1) 0,03(1)
Fes0s4 56(2) a = 8,36(5) 9(2) 0,02(2)
Fesz04/SiO2
SiO2 44(2) a=6,92(5) 2(2) 5(5)
FesOa4 64(2) a = 8,35(5) 8(2) 0,3(1)
Fesz04/SiO2/MIP
SiO2 36(2) a=6,92(5) 3(2) 5(5)
Fes0s4 24(2) a = 8,35(5) 12(2) 0,2(1)
Fes04/SiO2/NIP
SiO2 76(2) a=6,80(5) 3(2) 8(5)

Fonte: o autor

O halo em torno de 22° (20) pode ser atribuido a fase nanocristalina de SiO2
que pode ser refinada por Rietveld ajustando os valores das constantes de Caglioti (U
e W) e considerando um arranjo local de uma estrutura tetraédrica de SiO4
(MARTINEZ et al., 2006). A fase FesO4 parece estar livre de qualquer orientagdo
preferencial e os parametros de rede estdo de acordo com a literatura. Observa-se
que a concentracao da fase FesOs e SiO2 nanocristalino varia entre as amostras,
sendo o material Fe304/SiO2/NIP com a maior quantidade relativa da fase SiO..

O tamanho do cristalito tanto da fase de Fe3O4 quanto da fase nanocristalina
de SiO2 ndo apresentou variagao significativa entre as amostras. A microdeformacéao
pode ser calculada para ambas as fases. Para Fe304 a microdeformacgao foi de cerca
de 0,03 % para as amostras de referéncia e Fe304/SiO2, enquanto para
Fe304/SiO2/MIP e Fes304/SiO2/NIP a microdeformacgao é cerca de 10 vezes maior (0,3
%). O maior valor de microdeformacéo informa que o numero de defeitos nas amostras
€ maior e que a variagao percentual da distancia interplanar (Ad/d) também é maior.
Os valores de microdeformagéo para SiO2 nanocristalino (5 a 8 %) sdo mais de dez
vezes maiores do que para compositos de Fe3O4, 0 que € uma evidéncia de que o

cristal é altamente desordenado.
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5.1.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

As imagens de micrografias eletronica de transmisséo (TEM) das particulas de
FesOs4 estdo reunidas na Figura 21. Observa-se que as particulas de Fes3Os
apresentam uma estrutura esférica, e a formacgao de pequenos aglomerados devido a

atracdo magnética entre elas.

Figura 21. Micrografias eletronica de transmissao para o FezO4 com aproximagdes
de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivamente

b) 50 nm c) 0 nm

Fonte: o autor

Na Figura 22 sao apresentadas as imagens de TEM do Fe304/SiO2. A partir
das imagens é possivel verificar pontos escuros menos acentuados e mais dispersos,
indicando que as particulas de FesO4 estdo dispersas junto a matriz de silica, definida
pelas regides mais claras das imagens (EFFTING, 2020; Li et al., 2009).

Figura 22. Micrografias eletronica de transmisséo para o Fe304/SiO2 com

aproximacgodes de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivamente
) g 1E-g ‘F'..\X-

s -

a) 200 nm b) 50 nm c) 50nm
Fonte: o autor
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Na Figura 23 sao apresentadas as imagens de TEM do Fe304/SiO2/MIP. Pelas
micrografias observa-se a presenca de regides que se caracterizam por regiao clara
e regido escura. Em comparagdo com o material FesO4/SiO2 nas imagens de
Fes304/SiO2/MIP evidencia-se maior quantidade de regides mais claras devido a
presenca da rede polimérica. Estes dados estdo em conformidade com os resultados
da anadlise de fisiossor¢do de N2, em que o Fe304/SiO2/MIP apresenta maior area

superficial que os demais materiais sintetizados.

Figura 23. Micrografias eletronica de transmissao para o Fe304/SiO2/MIP com
aproximacoes de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivae}rj't._e_:

./ A‘

a) 200 nm b) 50 nm c) 50 nm
Fonte: o autor

Na Figura 24 sao apresentadas as imagens de TEM do Fe304/SiO2/NIP. De
maneira similar ao material Fe304/SiO2/MIP, nas imagens do Fe304/SiO2/NIP pode-se
também observar pequenos pontos mais escuros caracteristicos do material FesO4 e

regides mais claras devido a rede polimérica, especialmente na Figura 23b.

Figura 24. Micrografias eletrénica de transmisséo para o Fe304/SiO2/NIP com
aproximacoes de a) 50k, b) 150k e c) 250k, respectivamente

a) 200 nm b) 50 nm c) 50nm
Fonte: o autor
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E importante ressaltar que os materiais ndo apresentam uma estrutura do tipo
core-shell, que sado aqueles em que uma fina camada de SiO2 passa a recobrir a
estrutura formado pelo Fe304, formando um sistema constituido por um nucleo (core)
magnético (FesOa), recoberto por outro material que favorega o processo de adsorgao
(silica), denominado como casca (shell), que levam a formagdo de materiais
adsorventes com estruturas mais esféricas e uniformes, porém com poucas cavidades
de impressao quimica.

Em contraponto, as particulas magnéticas dispersas em uma rede de silica
molecularmente impressa como as apresentadas por este trabalho, possuem uma
quantidade maior de cavidades de impressdes (FAN et al.,, 2018). Este tipo de
estrutura com uma grande quantidade de FesO4 tornou as particulas do polimero
molecularmente impresso facilmente operadas por um campo magnético externo,
devido a agregacgao do nucleo magnético, conforme resultado discutido na analise de

medidas de magnetizacao e exibido na Figura 19.

5.1.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A microscopia eletrénica de varredura (SEM) € uma maneira de conhecer
morfologia dos materiais. As imagens de microscopia do Fe304 sao reunidas na Figura
25. Nas imagens percebe-se que as particulas de FezO4 sdo menores em relagao aos
demais materiais, e ha um aglomerado de particulas heterogéneas irregulares. A
aglomeragédo das particulas de Fes3Os ocorre devido as interagdes magnéticas

caracteristicas desse tipo de material (NI et al., 2010).
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Figura 25. Micrografias eletronica de varredura para o Fe3O4 com aproximacoes de

————5m
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Fonte: o autor

As imagens de microscopia do Fe304/SiO2, podem ser observadas na Figura
26. Observa-se uma diminuicdo dos aglomerados e tamanhos irregulares de

particulas, indicando o revestimento da silica sobre o 6xido de ferro.
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Figura 26. Micrografias eletrénica de varredura para o Fe304/SiO2 com
aproximacoes de 5000, 10000 e 20000 vezes
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Fonte: o autor

As imagens de microscopia do Fe304/SiO2/MIP, podem ser observadas na
Figura 27. Observa-se que apos a polimerizagdo o material continua com particulas

de tamanhos irregulares, ndo compactadas entre si.
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Figura 27. Micrografias eletrénica de varredura para o Fe304SiO2/MIP com
aproximacdes de 5000, 10000 e 20000 vezes
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Fonte: o autor

As imagens de microscopia do Fe304/SiO2/NIP, podem ser observadas na
Figura 28. Assim como nos demais materiais, as particulas apresentam tamanhos
irregulares e ndo estdo compactadas entre si. Pode-se inferir que os materiais
sintetizados Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP apresentam morfologia

muito similar.
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Figura 28. Micrografias eletronica de varredura para o Fe304/SiO2/NIP com
aproximagdes de 5000, 10000 e 20000 vezes
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Fonte: o autor

5.2 EXTRACAO EM FASE SOLIDA MAGNETICA DISPERSIVA
5.2.1 Influéncia do solvente de adsorgao da OTC

A avaliagado da influéncia do solvente de adsor¢ao da OTC foi realizada com
trés solventes, agua, metanol e acetonitrila. A escolha dos solventes foi realizada uma
vez que, tanto metanol como acetonitrila, podem ser utilizados em procedimentos de
extracdo de OTC de matrizes alimenticias como etapa preliminar de preparo de
amostras.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 29, observa-se uma
maior adsorg¢ao do analito no solvente acetonitrila. No entanto, neste solvente n&o se
observou diferengcas nos percentuais de adsorcdo da OTC nos trés materiais
Fe304/SiO2, Fe304/SiO2/MIP e Fes304/SiO2/NIP, sendo que os materiais sem

impressao quimica apresentaram uma maior adsorcao do analito do que o material
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com impressao quimica, indicando que o solvente desempenha um papel importante
na seletividade e capacidade de adsorgao do analito de interesse. Em outras palavras,
como o solvente acetonitrila ndo estabelece liga¢des de hidrogénio com a OTC e com
0 adsorvente, observa-se que o processo de adsor¢cdo da OTC ocorre de maneira nao
seletiva, sendo adsorvida em maior quantidade pelos materiais sem a impressao

quimica.

Figura 29.Percentuais de adsorcao da OTC pelos materiais Fe304/SiOz,
Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP nos solventes H20O, ACN e MeOH
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Fonte: o autor

A maior adsorcao do analito no material com impressao quimica ocorreu em
metanol e em meio aquoso, porém a baixa adsor¢do em relacdo ao solvente
acetonitrila € um tanto quanto esperada, uma vez que a interacdo da OTC com o sitio
do adsorvente se da por ligacdes de hidrogénio com o grupo NHz2. Assim, em meio
aquoso e em metanol pode ocorrer um efeito competitivo e diminuir a interacdo da
OTC com o adsorvente, adsorvendo uma menor quantidade do analito.

Ou seja, as porcentagens de adsorgao da OTC sé&o inferiores em meio aquoso
e metanol, porém observa-se que o Fe304/SiO2/MIP adsorve maior quantidade de
OTC em comparagao aos demais materiais. Sendo assim, é possivel inferir que a
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interacdo da OTC com o adsorvente ocorre por ligacao de hidrogénio e que o efeito
de impressao quimica, associado a maior area superficial do material Fe304/SiO2/MIP
justifigue a maior adsorgdo da OTC mesmo em um meio competitivo, ao se usar
solventes polares como a agua e metanol. Desta maneira, os estudos posteriores de
cinética e isotermas de adsorc¢ao e seletividade foram avaliados em meio aquoso e de

metanol.

5.2.2 Influéncia do pH na adsorcao da OTC

O pH é considerado um parametro importante no processo de adsorgao, visto
que mudancas de pH afetam a especiacdo da molécula e a dissociagao de grupos
funcionais nos locais ativos da superficie do adsorvente, e consequentemente, a
interacao entre a molécula e o Fe304/SiO2/MIP. A OTC é um composto que apresenta
caracteristicas acido-base. Os trés valores de pKa da molécula sao atribuidos a
ionizagao dos grupos funcionais periféricos (JIN et al., 2017).

O pKat de 3,4 refere-se ao grupo tricabonil amida, o pKa2 de 7,5 atribuido a
hidroxila e carbonila do grupo dicetona fendlica, e o pKas de 9,9 referente a amina
secundaria protonada do grupo dimetilamino. Tais valores de pKa interferem nas
caracteristicas dos sitios de ligagao da molécula, e além da ocorréncia da molécula
como cation e anion, ha a presenga de um zwitterion onde a OTC possui uma carga
positiva e outra negativa distribuida em sua estrutura decorrente da transferéncia de
prétons em carater intramolecular. A existéncia de trés valores de pKa na molécula de
OTC séao determinantes para as propriedades de interagdo intramoleculares e
intermoleculares devido as influéncias do pH e da forca ibnica decorrentes da
ionizagao dos sitios de ligagao (JIN et al., 2017; KULSHRESTHA, GIESE e AGA,
2004). A Figura 30 apresenta a estrutura molecular da OTC com as regides dos grupos

funcionais de origem de cada valor de pKa.
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Figura 30.Estrutura molecular e grupos funcionais de pKada OTC
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Fonte: Adaptado de JIN et al., 2017; JIAO et al., 2008; KULSHRESTHA, GIESE e AGA, 2004.

Na Figura 31 esta apresentado o diagrama de especiacédo da OTC em fungéo
do pH. A OTC exibe cargas positivas como um cation (OTC*) quando esta em solugao
de pH abaixo do valor de pKa1 (3,4) e o grupo dimetil aménio esta protonado. Quando
o pH da solugdo aumenta de 3,4 (pKa1 da OTC) para 7,5 (pKaz da OTC), a espécie
predominante esta na forma neutra como um zwitterion (OTC°). Quando o pH estiver
entre 7,5 (pKaz da OTC) e 9,9 (pkas da OTC), a espécie predominante € negativa,
como um anion monovalente (OTC-), e em pH superior a 9,9 a espécie predominante
€ um anion divalente (OTC?%). Devido a especiagdo da OTC ela é pouco soltivel em
solugédo acida e muito instavel em pH alcalino (JIN et al., 2017; JIAO et al., 2008;
KULSHRESTHA, GIESE e AGA, 2004).

Figura 31. Diagrama de especiagao da OTC em fungao do pH

1.0 - . =
N OTC* -© OTC® . oTC
- ™ -4 | oTc '
< o84 \ ; X ity
.g \ : .\ f”f \“
Q 4 ] \\
~8. 0'6 m \ / .- ’l’ ‘\\
H \ \ ; \
U -
xg 041 - \ / \ _-'- \
.9 / \ .r;' -' -': “\
.g '. -’, \ _-: ‘\
"E 0.2 - / \ ’!’ . ..‘. \\
_EJ_ . \ ’J ‘\ .:- \\\
(=) ; 3 3
L N / 2 N
0.0 - N e s e e i
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Fonte: Adaptado de SONG et al., (2019); JIAO et al., (2008).”
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O estudo da influéncia do pH na adsor¢ao da OTC é apresentado na Figura 32.
O comportamento em particular da quantidade adsorvida em cada pH pode ser
explicado considerando os grupos funcionais ionizaveis da OTC e as conformagdes
da molécula em diferentes valores de pH. O pH em que se obteve a maior adsorgao
da OTC foi de 4,0 enquanto menor adsor¢ao foi observada em meio mais acido (pH

2,0). Desta maneira, os experimentos seguintes foram realizados em pH 4,0.

Figura 32. Percentuais de adsorg¢ao da OTC pelo Fe304/SiO2/MIP em diferentes
valores de pH
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Fonte: o autor

Como ja mencionado, a quantidade adsorvida da OTC nos diferentes pH é
explicada devido as caracteristicas da molécula em fungado do pH. Em pH 4,0 a OTC
encontra-se em sua maioria como um zwitterion, com carga neutra, poréem ha uma
carga positiva no nitrogénio e uma carga negativa no oxigénio dos grupos funcionais
referentes ao pKat1 da molécula. Em pH 4,0 o grupo NH2 do Fe304/SiO2/MIP possui
carga positiva, ou seja, encontra-se protonado, presumindo-se assim que em pH 4,0
o NH2 protonado do adsorvente com densidade de carga positiva muito alta interage
com o oxigénio desprotonado do pKa1e com os demais pares de elétrons do oxigénio
das carbonilas e hidroxilas dos grupos funcionais da molécula, ocasionado uma maior
adsor¢ao do analito neste pH.
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Em pH 2,0 a quantidade adsorvida € menor, uma vez que a hidroxila do pKat1
encontra-se protonada, na forma neutra, e Fe304/SiO2/MIP em maior quantidade
carregado positivamente, ocasionando uma repulsdo entre ambos e adsorvendo uma
menor quantidade do analito. Em pH 6,0 a OTC mantém em sua forma zwiteriénica,
mas o adsorvente adquire menor quantidade de fragdo protonada do grupo NHa,
quando comparado a meios mais acidos, ocasionando menor interagao por atragao

de cargas com a OTC.

5.2.3 Avaliacao do efeito de impressao quimica do Fe3z04/SiO2/MIP paraa OTC

Para avaliar o efeito de impressdo do Fe304/SiO2/MIP em relagdo ao analito
alvo realizou-se estudos de adsorcdo competitiva de solugdes binarias contendo a
OTC e possiveis interferentes na propor¢ao 1:1 (m/m) nos materiais Fe304/SiO2/MIP
ou Fe304/SiO2/NIP. A partir desses experimentos, foram determinados os parametros
relacionados ao desempenho da seletividade do adsorvente: coeficiente de
distribuicdo (Kd), coeficiente de seletividade (k) e coeficiente de seletividade relativo
(k’), calculados a partir das Equacgdes 5, 6 e 7 descritas no Iltem 4.5.3.

A escolha dos interferentes foi realizada levando em consideracao a estrutura
quimica e os grupos funcionais em comparacdao com o OTC. O paracetamol e a
hidroquinona foram escolhidos devido ao anel aromatico com hidroxila, e a
ciprofloxacina foi selecionado devido a sua fragdo beta-dicetona semelhante a OTC,
que poderiam competir com o template pelas cavidades dos materiais. Na Figura 33,
sdo apresentadas a férmula estrutural da OTC (a) e dos interferentes escolhidos,
paracetamol (b), hidroquinona (c) e ciprofloxacina (d). Os valores obtidos para o
coeficiente de distribuicdo, coeficiente de seletividade e coeficiente de seletividade

relativo (k') sédo apresentados nas Tabelas 5,6 e 7.
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Figura 33. Formula estrutural da OTC a) e dos interferentes escolhidos, paracetamol
(b) hidroquinona (c) e ciprofloxacina (d)
CH,

8 H OH CHy OH  N(CH,), b. )\NH

OH O OH O 0 OH

OH 0 0

Fonte: Adaptado de PENG et al., 2019; MA et al., 2017; CHEN et al., 2009.

Tabela 5. Pardmetros relacionados ao efeito de impressao para OTC e paracetamol

Ka (mL g™)

Adsorvente Solvente OoTC Paracetamol k K’
Fe304/Si02/MIP H20 831,72 6,36 130,77
Fes04/SiO2/NIP H20 14,09 10,73 1,31 99,59
Fe304/SiO2/MIP MeOH 721,07 21,45 33,61 68,10
Fes04/SiO2/NIP MeOH 6,75 31,08 0,49

Fonte: o autor

Tabela 6. ParAmetros relacionados ao efeito de impressao para OTC e hidroquinona

Ka (mL g)

Adsorvente Solvente oTC Hidroquinona k K’
Fe304/SiO2/MIP H20 423,97 45,82 9,25
Fe304/SiO2/NIP H20 108,82 26,65 4,08 226
Fe304/SiO2/MIP MeOH 465,04 19,90 23,37
Fe304/SiO2/NIP MeOH 181,18 39,36 4,60 >08

Fonte: o autor
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Tabela 7. Parametros relacionados ao efeito de impressao para OTC e
ciprofloxacina

Ka (mL g)

Adsorvente Solvente oTC Ciprofloxacina k K’
Fes04/SiO2/MIP H20 386,73 428,08 0,90
Fes04/SiO2/NIP H20 4,48 7,55 0,59 1,52
Fes04/SiO2/MIP MeOH 407,88 35,99 11,33 136
Fes04/SiO2/NIP MeOH 154,38 18,61 8,29

Fonte: o autor

Ao comparar o coeficiente de seletividade relativo (k’) do Fe304/SiO2/MIP com
0 Fe304/SiO2/NIP em H20 em pH 4,0 e metanol, observa-se razdes com valores acima
de 1, que confirmam o efeito de impressao quimica no material Fe304/SiO2/MIP. Os
resultados indicam que as particulas de Fe3O4/SiO2/MIP tém maior capacidade de
adsorcao para a OTC em relacao aos interferentes em ambos os solventes estudados,
demonstrando que o material tem uma capacidade seletiva. Os valores de k’ indicam
que o material sintetizado é mais seletivo para a OTC em relagdo ao interferente
paracetamol, e para a hidroquinona e ciprofloxacina apresenta capacidade seletiva
menor, decorrente da estrutura molecular desses compostos que competem com as
cavidades do material.

Ainda, comparando o material impresso com o polimero ndo impresso, a menor
adsorcao da OTC e dos interferentes pode ser explicada pela pouca disponibilidade
sitios de reconhecimento molecular seletivos na estrutura do material Fe304/SiO2/NIP,
justificavel pela troca do complexo OTC-ICPTES pelo APTES. Uma comparacéao dos
valores de K4 para o Fe304/SiO2/MIP com o Fe304/SiO2/NIP mostra um aumento do
Kq para a OTC, enquanto Kq diminui para os interferentes paracetamol e hidroquinona.
Porém, observa-se que o Kq aumenta para a ciprofloxacina em meio aquoso pH 4,0
em ambos os materiais, indicando que estes adsorvem mais o interferente.

Pode-se inferir que os valores de seletividade obtidos pelo Fe304/SiO2/MIP para
molécula de ciprofloxacina ndo séo elevados, devido ao método de sintese do
adsorvente. A ligacado covalente formada pelo complexo OTC-ICPTES durante a
etapa de sintese, garante ao Fe304/SiO2/MIP a preservagdo das cavidades do
template em tamanho e forma. Assim, a molécula de ciprofloxacina por ser semelhante
a OTC compete com o template pelas cavidades do material.

Contudo, estes resultados avaliados junto com os valores de coeficiente de

seletividade relativo (k’), que possui valor maior que 1,0, demonstram que o
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Fe304/SiO2/MIP possui sitios seletivos para OTC, pois mesmo as moléculas
interferentes possuirem estruturas e grupos funcionais semelhantes, houve uma

adsorcao preferencial da OTC.

5.2.4 Cinética de adsorgao

Para determinar o tempo de equilibrio do analito entre fase sélida e liquida, o
efeito do tempo de adsorgdo da OTC pelo Fes304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP foi
estudado. Na Figura 34 sdo apresentados os perfis de adsor¢édo da OTC em metanol
e meio aquoso (pH 4,0). E possivel observar que para ambos os materiais ha um
aumento mais acentuado na adsorg¢ao da OTC na fase inicial do processo, seguido
por uma diminuicdo da taxa de adsorgcao até o equilibrio ser alcangado em 80
segundos para o Fe304/SiO2/MIP, e em 120 segundos em H20 (pH 4,0) e 100

segundos em metanol para o Fe304/SiO2/NIP.

Figura 34. Influéncia do tempo de contato entre Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP
com solugéo de OTC 2,0 mg L-' em agua (pH 4,0) e metanol no processo de
adsorgao
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O tempo de equilibrio para a adsor¢gdo da OTC pelo Fes3O4/SiO2/MIP é
considerado baixo, fator primordial para o desenvolvimento de um método analitico
com uma boa frequéncia. A rapida adsor¢ao pode ser explicada pela natureza do
meétodo adsortivo e associada a muitos locais ativos nas cavidades de impresséo do
Fes04/SiO2/MIP, o que resulta em um processo de transferéncia de massa das
moléculas de OTC da solugdo para os sitios de ligacdo mais rapido. Essa
caracteristica era esperada para o Fe304/SiO2/MIP, devido a extragdo em fase sélida
magnética dispersiva ser realizada com agitacdo em vortex, que € mais vigorosa
quando comparada a agitagdo magnética ou agitagdo em mesa agitadora.

Aos dados cinéticos foram aplicados os modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem e Elovich ndo lineares e modelo de Difus&o intraparticula linear. Os
graficos dos dados ajustados aos modelos cinéticos para o Fe3O4/SiO2/MIP e

Fe304/SiO2/NIP sé&o apresentados na Figura 35 e 36, respectivamente.



107

Figura 35. Modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem, Elovich e Difusao Intraparticula aplicados aos dados
cinéticos para o Fe304/SiO2/MIP, em H20 (pH 4,0) e MeOH
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Figura 36. Modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem, Elovich e Difusao Intraparticula aplicados aos dados
cinéticos para o Fe304/SiO2/NIP, em H20 (pH 4,0) e MeOH
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Fonte: o autor
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Os parametros cinéticos preditos pelos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem e Elovich ndo lineares e modelo de Difusao intraparticula linear, séo
apresentados na Tabela 8. A confiabilidade dos ajustes aos modelos foi verificada
avaliando os coeficientes de determinagdo (R?) e comparando os valores de
quantidade experimental (Qeexp) com aqueles previstos pelos modelos (Qeca). O
modelo de pseudo-primeira ordem, foi 0 modelo que melhor se ajustou aos dados,
com o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,95 e 0,95, em agua pH 4,0 e metanol,
respectivamente. Este modelo apresentou Qecal (0,43 e 0,40 mg g' em agua pH 4,0
e metanol, respectivamente) proximo ao Qeexp (0,42 € 0,40 mg g'em dguapH 4,0 e
metanol, respectivamente).

O modelo de PPO pressupde que a taxa de adsor¢ao do analito € proporcional
ao numero de sitios desocupados e que estes sitios possuem energias iguais
(PLAZINSKI, RUDZINSKI e PLAZINSKA, 2009). Como no estudo de cinética de
adsorgao nao ha saturagao do material, ou seja, ndo € usada elevada concentracao
do adsorvato a ponto de saturar os sitios do adsorvente, pressupéem-se que em
equilibrio, a OTC ira interagir com um unico sitio, o NH2 do Fe304/SiO2/MIP.

O modelo de pseudo-segunda ordem apresentou Qeca (0,54 e 0,50 mg g' em
agua pH 4,0 e metanol, respectivamente) superior ao valor de Qeexp (0,42 € 0,40 mg
g' em agua pH 4,0 e metanol, respectivamente). Pressupdem-se que o modelo de
PSO assume a existéncia de diferentes sitios ativos e de energias de ligagao
heterogéneas do material adsorvente, porém como no estudo cinético ndo ha
saturagao dos sitios do adsorvente com concentracées de OTC, o modelo de PSO
nao apresentou sensibilidade para detectar dois sitios de interagdo, possuindo um
ajuste menos satisfatério quando comparado ao modelo PPO.

O modelo de Elovich assume que a taxa de adsor¢cao do adsorvente diminui
exponencialmente a medida que a quantidade de adsorvato adsorvido aumenta. Ele
€ eficiente para cobrir a maior faixa do curso da adsorcao lenta, falhando apds o fim
do processo em que a operagao se torna muito lenta (LIMA, ADEBAYO e MACHADO,
2015). Os bons ajustes aos dados experimentais, indicam sitios ativos energicamente
heterogéneos, pois o0 modelo de Elovich foi capaz de prever a rapida adsor¢éo na
camada externa do adsorvente e posterior processo de difusdo do analito para o
interior e exterior dos poros do adsorvente.

Para o modelo de difusao intraparticula, o ajuste dos dados de cinética em agua

em pH 4,0 no grafico Qt por t” foi possivel obter trés inclinagdes, indicando que
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ocorreram trés etapas no transporte de massa, sendo a terceira inclinagdo indica a
etapa na qual o equilibrio de adsorgao € atingido (ndo apresentada na Tabela 8). Os
dados experimentais em solvente metanol apresentou duas inclinagdes de reta, sendo
estas a etapa de difusdo do analito para a superficie externa e difusdo intraparticula,
respectivamente, corroborando com os dados do modelo de Elovich.

O intercepto da primeira etapa é representado pela constante de difusao
intraparticula (C), a qual é proporcional a espessura da camada limite (mg g).
Quando o valor da constante de difusdo apresenta valores positivos e ndo passa pela
origem, significa que o processo de difusao intraparticula ndo é o unico responsavel
pelo processo de adsorcdo, com a adsorcdo também ocorrendo na superficie. E
importante ressaltar que quando o valor de C, tem um valor negativo sugere um efeito
de resisténcia a difusdo externa do filme (NANICUACUA et al., 2022).

Para o Fe304/SiO2/NIP os dados se ajustaram com as mesmas caracteristicas
dos ajustes para o Fe304/SiO2/MIP. Como o polimero ndo impresso foi sintetizado
com o APTES para substituir o complexo OTC-ICPTES, observa-se um tempo de
equilibrio de adsorgcéo maior e uma capacidade de adsorcdo menor do que o polimero
impresso, verificado pelos valores experimentais e dos modelos para Qe. As
diferengas eram esperadas, uma vez que nas caracterizagcbes do material pode-se
influir que o Fe304/SiO2/NIP apresentava uma area especifica, volume e diametro
médio de poro menores que o Fe304/SiO2/MIP, caracteristicas que influenciam no

processo de adsorcao.



112

Tabela 8. Parametros preditos pelos modelos de cinética de adsorgédo da OTC em Fe304/SiO2/MIP e Fe3z04/SiO2/NIP em agua (pH
4,0) e metanol

3 Fes04/SiO,/MIP em | Fe;04/SiO/MIP em | Fe;04/SiOJNIP em | Fes;04/SiO2/NIP em
Modelo Parametro 4gua (pH 4,0) MeOH 4gua (pH 4,0) MeOH
Qeexs (Mg g') 0,42 0,40 0,14 0.16
— Kq (min?) 1,51 1,51 126 1,41
Pse“gfc]ggme'ra Qe (mg g 043 0,40 0.15 017
Adj. R2 0.94 0.94 0.94 0.91
R 0.95 095 0.95 0.92
RMSE 0.03 0.02 0.01 0.01
Ka (min) 2.68 3.05 6.34 6.07
Pse“%?éseerﬁ’”nda Qe (mg g') 0.54 051 0.19 0.22
Adj. R2 0.90 0.90 0.99 0.87
R 0.91 0.91 0.99 0.88
RMSE 0.03 0.03 0.01 0.01
B (g mg) 3.31 3.47 8.24 8.05
Elovich a (min"'mg g") 3,13 2,97 0,74 1,07
Adj. R? 0.96 0.99 0.99 0.96
R 0.96 0.99 0.99 0.97
RMSE 0.01 0.01 0.01 0.01
Kig1 (Mg g min2) 0,60 0,45 017 0.20
C (mg g) -0,21 -0,11 -0,05 -0,07
Difusio Adj. R? 0,96 098 0,98 0,98
intraparticula R2 0,97 0,99 0,99 0,99
RMSE 0.02 0.01 0.01 0.01
Kiz (Mg g min-'"2) 0.18 0.25 0.02 0.03
C (mg g) 017 005 0.13 0.12
Adj. R? 0.99 085 0.99 0.97
R 0.99 0.81 0.99 0.98
RMSE 0,01 0,07 0,01 0,01

K1— Constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (min-'); K2 — constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (min-'); B - constante relacionada
com a extensdo da superficie da cobertura e a energia de ativagdo (g mg'); a - constante de velocidade de adsorgao inicial (min-' mg g'); Kia — coeficiente de

difuséo interno (mg g-' min-2); C — constante relacionada a espessura da camada limite (mg g'); RSME: Root Square Mean Error.
Fonte: o autor



113

5.2.5 Isotermas de adsorgao

O estudo das isotermas de adsorgcdo mostra a quantidade de um soluto
adsorvida por uma superficie adsorvente (Qe), em fungcdo da concentragdo de
equilibrio do soluto (Ce). Com o intuito de obter informagdes sobre a existéncia de
sitios de ligacdo com energias diferentes e elucidar o fendmeno adsortivo, os dados
obtidos experimentalmente foram ajustados aos modelos nao-lineares de Langmuir,
Freundlich, Langmuir-Freudndlich para um e dois sitios de interagdo. Os parametros
calculados para Fe304/SiO2/MIP e Fe304/SiO2/NIP, em agua pH 4,0 e metanol estéo
dispostos na Tabela 9.

O modelo de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorcdo apresentou
melhor ajuste aos dados experimentais, com um coeficiente de determinagéo (R?) de
0,99 em agua pH 4,0 e metanol, e um erro de ajuste ao modelo (RMSE, do inglés, root
mean square error) de 0,27 e 0,34, respectivamente, sendo o menor RMSE entre
todos os modelos testados. A capacidade maxima de adsorgao predita pelo modelo é
a soma dos parametros b1 e b2, igual a 8,81 e 8,89 mg g™, valor préximo ao encontrado
experimentalmente de 8,78 e 8,75 mg g-'. O modelo prevé a existéncia de dois sitios
de adsorcdo com diferentes afinidades pelo analito, que sdo determinados pelos
parametros K1 e K2 (L mg™).

O modelo de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorgéo € a combinagao
dos modelos de Langmuir e Freundlich, que sugere diferentes sitios de interagdo no
adsorvente, com afinidades diferentes em relagao a religacdo com o analito. Supdéem-
se assim, que em baixas concentragdes, a adsor¢ao da OTC ocorre nos sitios de
ligacdo de NH2 do Fe304/SiO2/MIP, com alta afinidade e que estdo na superficie e é
governado pelo modelo de Freundlich. E, em altas concentragcbes o modelo de
Langmuir assume o processo de adsorgao, que acontece em sitios de ligagao de baixa
afinidade, no interior do Fe304/SiO2/MIP, ou seja, quando ha alta concentragdo do
analito até saturar € possivel detectar a presencga de dois sitios sendo eles o NH2
atribuido a cavidade impressa de maior afinidade (K1) e responsavel pela maior
adsorcdo da OTC e, o NH2 no material cuja impressdo quimica nao foi
adequadamente formada, também conhecida como sitio ndo especifico, atribuido ao
(K2), com menor adsorgédo. Os ajustes das isotermas de adsorgédo do Fe304/SiO2/MIP

para a OTC sao apresentadas na Figura 37.
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Tabela 9. Parametros preditos pelos modelos de isoterma para adsor¢gédo da OTC em Fe304/SiO2/MIP e Fe3z04/SiO2/NIP em agua
(pH 4,0) e metanol

R Fe;04/SiO-/MIP em Fe;04/SiOz/MIP em Fe;04/SiOz/NIP em Fes04/SiO2/NIP em
Modelo Parametro 4gua (pH 4,0) MeOH 4gua (pH 4,0) MeOH
Qeexp (Mg g 8,78 8,75 5,27 5,28
K. (L mg™) 0,01 0,02 0,01 0,02
Langmuir Qumax (Mg g1) 10,01 9,36 6,14 5,59
Adj. R2 0,98 0,88 0,92 0,87
R2 0,98 0,88 0,92 0,87
RSME 0,26 0,59 0,33 0,36
Ke (Mg g 1,33 1,99 0,85 1,32
. n 3,27 4,16 3,34 4,45
Freundlich Adj. R? 0,93 0,93 0,88 0,88
R2 0,93 0,93 0,88 0,88
RSME 0,56 0,44 0,44 0,35
. K (L mg™) 0,01 0,01 0,01 0,02
FreLuan” dﬂi’;‘:';;ra b (mg g 9,32 10,05 5,56 5,68
o b n 1,25 0,86 1,44 1,06
AdSorodo Adj. R2 0,99 0,98 0,99 0,99
R? 0,99 0,98 0,99 0,99
RSME 0,35 0,41 0,10 0,15
K1 (L mg-) 0,06 0,07 1,07 1,52
b1 (mg g) 5,93 5,12 0,86 0,31
Langmuir- n1 2,38 1,94 1,15 1,04
Freundlich para Kz (L mg™) 0,01 0,01 0,01 0,02
dois sitios de bz (mg g7') 2,88 3,77 4,50 5,42
adsorcao n2 3,98 2,95 1,96 1,16
Adj. R2 0,99 0,99 0,99 0,99
R? 0,99 0,99 0,99 0,99
RSME 0,27 0,34 0,14 0,13

Kr(Langmuir), Ke(Freundlich): pardmetro relacionado a afinidade do adsorvato-adsorvente; b1 2 — constante relacionada a capacidade maxima de adsorgéo; n+2
— constante relacionada a intensidade de adsorgéo ou grau de heterogeneidade; RSME: Root Square Mean Error.
Fonte: o autor
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Figura 37. Isoterma de adsorgdo com aplicagdo do modelo de Langmuir, Freundlich e Langmuir-Freundlich para um e dois sitios
de adsorcédo para o Fe304/SiO2/MIP em agua (pH 4,0) e metanol
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Para o Fe304/SiO2/NIP o modelo de Langmuir-Freundlich para dois sitios de
adsorgao também apresentou melhor ajuste aos dados experimentais, com um
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,99 em agua pH 4,0 e metanol, e um erro de
ajuste ao modelo de 0,14 e 0,13, respectivamente. A capacidade maxima de adsorgao
predita por esse modelo é a soma dos parametros b1 e b2, igual a 5,36 e 5,73 mg g™,
valor préximo ao encontrado experimentalmente de 5,27 e 5,28 mg g'. Ainda, os
dados se ajustaram satisfatoriamente ao modelo de Langmuir-Freundlich para um sitio
de adsorgao, com R? de 0,99, e capacidade maxima de adsorgdo de 5,56 e 5,68 mg
g, para agua em pH 4,0 e metanol, respectivamente. Os resultados indicam que o
material possui sitios com afinidade pela OTC nao relacionados a impressao do
material, e que estes sitios sejam interagdes entre a superficie do material e a OTC.
A Tabela 10 apresenta uma comparag¢ao da capacidade maxima adsortiva e do tempo
de equilibrio de polimeros molecularmente impressos descritos na literatura para

moléculas de TCs.

Tabela 10. Comparacao da capacidade adsortiva de polimeros molecularmente
impressos utilizados para adsorcao de TCs descritos na literatura

Material Template Capacidade maxima Tempo de Referéncia
adsortiva (mg g™") equilibrio (min)
MMINs TC 12,1 100 Dai et al., 2012.
MMINs TC 22,4 125 Ma et al., 2017.
DA+BSA-MMIPs TC 31,7 30 Xu et al., 2018.
HMIP@CD TC 6,93 30 Ll et al., 2018.
MMIP NPs TC 40,4 60 Gao et al., 2020.
MIP-SPME TC 2,35 - LU et al., 2020.
Fe304/SiO2/MIP OoTC 8,7 1,3 Este trabalho

MMINs: magnetic molecularly imprinted nanoparticles; DA+BSA-MMIPs: nanomateriais magnéticos
impressos molecularmente que adotaram monbémeros bifuncionais; HMIP@CD: polimero oco
molecularmente impresso suportado em quantum dots de carbono; MMIP NPs: nanoparticulas
poliméricas magnéticas de impressao molecular core-shell; MIP-SPME: microextracdo em fase sdlida
molecularmente impressa.

O Fe304/SiO2/MIP proposto por este trabalho apresenta capacidade maxima
adsortiva dentro da faixa de outros trabalhos descritos na literatura, porém o material
possui tempo de equilibrio de adsorgao da OTC rapido, de 80 segundos (1,3 minutos),
uma ampla vantagem aos demais materiais. Assim, com os resultados apresentados
até o momento, o Fe304/SiO2/MIP possui caracteristicas promissoras para ser

empregado como material adsorvente em MDSPE.
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5.3 OTIMIZAGCAO DOS PARAMETROS RELATIVOS AO METODO MDSPE

5.3.1 Influéncia da massa e do tempo de voértex na adsorcdo da OTC pelo
Fes304/SiO2/MIP

Para avaliar a quantidade de massa do Fe304/SiO2/MIP necessaria na
adsorcao da OTC, realizou-se um estudo variando a massa de material entre 10,0;
20,0 e 25,0 mg, realizando agitagao em vortex por 180 segundos da mistura com 40,0
mL de uma solugéo de 100 pug L' de OTC em pH 4,0. Conforme observado na Figura
38, a porcentagem de adsorcdo do analito pelo Fes04/SiO2/MIP ndo aumentou
conforme a massa do adsorvente foi aumentada, sendo assim mantida a massa de

10,0 mg do adsorvente para os estudos posteriores.

Figura 38. Influéncia da massa do Fe304/SiO2/MIP na adsorgao de OTC
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Fonte: o autor

Embora, esperava-se que o aumento da massa de Fe304/SiO2/MIP
proporciona-se uma maior adsorcdo do analito, observou-se que uma maior
quantidade do material ndo demonstra uma maior eficiéncia na adsor¢cédo da OTC.
Alguns estudos da literatura, como Nadali et al., (2021), Madrakian et al., (2013), e Ji
et al., (2018), relataram que o aumento de massa dos MIPs em seus estudos néo

aumentaram a quantidade de adsorcdo do material para o analito. Os estudos
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apontam que o aumento da dosagem de massa do material adsorvente além da
guantidade indicada, ndo aumenta a eficiencia de pré-concentragcédo do analito devido
ao aglomeramento das particulas do material em solugao.

Também avaliou-se a influéncia do tempo de voértex no processo de adsorgao
da OTC, estudando os tempos de 40, 50, 60, 120 e 180 segundos de vortex. Conforme
observado na Figura 39, o percentual de adsor¢géo da OTC pelo material ndo alterou
com a variagao do tempo de agitagao a partir do tempo de 60 segundos, portanto para
os estudos posteriores utilizou-se uma massa de 10 mg do Fe304/SiO2/MIP e um

tempo de agitacdo de 60 segundos em vortex.

Figura 39. Influéncia do tempo de vortex na adsorgéo da OTC pelo Fe3z04/SiO2/MIP
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5.3.2 Influéncia da natureza e do volume do solvente de eluicao

A selecao de um solvente adequado para dessorver os analitos do adsorvente
€ uma etapa importante na MDSPE. Portanto, para o estudo foram testados os
solventes fase movel (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgdo de

22,5/77,5 (v/v)), 1 % de acido acético em metanol, 1 % de acido acético em agua e
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acido oxalico 0,01 mol L-'. Os resultados s&o apresentados na Figura 40.

Figura 40. Porcentagem de eluigdo da OTC pelo Fe304/SiO2/MIP em diferentes
solventes
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A melhor porcentagem de eluicdo do analito foi obtida com acetonitrila e acido
oxalico 0,01 mol L' na proporgao de 22,5/77,5 (v/v) (95,11 %), que corresponde a
fase movel utilizada nas determinagdes cromatograficas desse trabalho, seguida pelo
acido oxalico 0,01 mol L' (92,67 %), 1 % de acido acético em metanol (66,17 %) e 1
% de acido acético em agua (17,11 %).

Como explicado nos estudos de efeito de pH na adsorcdo da OTC, o
Fe304/SiO2/MIP possui o NH2 em sua superficie sendo que as moléculas de OTC
interagem com o NH2 através de ligagdes de hidrogénio, e em pH 4,0 tem-se a maior
adsorcao do analito. Presupdem-se que os solventes com carateristicas acidas eluem
mais satisfatoriamente o analito, pois atuam protonando a OTC que deixa de ter
cargas negativas, interagindo muito menos com o adsorvente e sendo eluida em maior
quantidade. Enquanto, para solventes com caracteristicas basicas ocorre uma menor
eluicdo pois nao interfere na interagcao entre o polimero e o analito. Com porcentagens

relativamente altas de eluicdo do analito em ambos os solventes, optou-se pelo uso
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da fase movel cromatografica deste estudo (acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L™
na proporgao de 22,5/77,5 (v/v)) como solvente de eluigdo no método MDSPE.

Com os resultados obtidos avaliou-se a possibilidade de diminuir o volume do
solvente de eluigdo. Para tanto, volumes entre 200 uL, 300 uL, 400 pL e 500 uL,
conforme apresentado na Figura 41, foram estudados e observou-se que o volume de
400 pL eluiu uma porcentagem de 94 % do analito pela mistura de solventes
acetonitrila e acido oxalico 0,01 mol L' na proporgao de 22,5/77,5 (v/v). Assim, a
melhor condigdo de eluicdo do método MDSPE com 400 pL de acetonitrila e acido
oxalico 0,01 mol L' na proporgéo de 22,5/77,5 (v/v) foi adotada na sequéncia dos

experimentos.

Figura 41. Influéncia do volume do solvente de eluigdo da OTC do Fe304/SiO2/MIP
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5.3.3 Determinacao dos parametros analiticos

A eficiéncia do método de extracdo e pré-concentracdo da OTC pelo
Fe304/SiO2/MIP foi avaliada pelo calculo das figuras analiticas de mérito: limite de
deteccgédo (LD) e quantificagédo (LQ), fator de pré-concentragao (FPC), e precisao intra-
dia e inter-dia. Os valores foram obtidos a partir de duas curvas analiticas, uma com

a etapa de pré-concentragdo no Fes304/SiO2/MIP (com as condi¢gdes de extragdo e
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eluicdo otimizadas), na faixa de 5,0 ug L' a 20,0 mg L'. Outra sem etapa de pré-
concentragcdo (as solugbes de padrdes de OTC foram injetadas diretamente no
cromatografo), na faixa de 0,1 a 250,0 mg L™'. As curvas analiticas sdo apresentadas

na Figura 42.

Figura 42. Curvas analiticas sem a etapa de pré-concentragao (A) e com a etapa de
pré-concentracéo (B)
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Fonte: o autor

Para a curva analitica sem a etapa de pré-concentragcio, obteve-se a equagao
y = 40,97 x - 6027 (R?= 0,999). A curva analitica com a etapa de pré-concentragdo de
5,0 ug L' a 20,0 mg L apresentou duas regides de inclinagdo. A primeira inclinagédo
€ representada pela equagéo y = 3705 x + 35092 (R?= 0,997) e compreende a faixa
linear de 5,0 ug L" a 100 pg L™'. A segunda inclinagdo compreende a faixa de 100 ug
L' a 20,0 mg L' e é representada pela equacgdo y= 303,7 x — 421257,3 (R?=0,991).
Com o intuito de aplicar o metodo MDSPE em amostras alimenticias e a ocorréncia
das TCs em concentracdes muito baixas, a faixa linear adotada para a analise dos
parametros analiticos corresponde a primeira inclinagdo da curva analitica.

Com base nos modelos de regressao das curvas analiticas, o fator de pré-
concentracédo (FPC) para o método foi determinado pelo quociente entre os
coeficientes angulares da curva analitica obtida pelo método MDSPE e os padrbes
injetados diretamente no sistema cromatografico (sem etapa de pré-concentragao). O
fator de pré-concentracdo do Fes30a4/SiO2/MIP foi 90,44 vezes quando comparado a

injecao direta das solugdes.
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Os limites de detecgdo e quantificagcdo foram calculados de acordo com a
IUPAC (Equagdes 17 e 18, respectivamente, descritas no Item 4.6.3). Obteve-se um
LD de 0,26 ug L' e LQ de 0,89 ug L. A precisdo do método foi avaliada em termos
de precisdo intradia por meio das analises (n = 10) das concentragcdes de OTC de 20
e 100 ug L', obtendo desvios padrbes relativos (DPR) de 1,49 % e 1,87 %,
respectivamente. Ainda, a precisao interdia (dois dias consecutivos) com n = 10 foi
avaliada para as mesmas concentragdes usadas nas analises intradia, obtendo-se um
DPR de 1,73 % e 2,39 %, nessa ordem.

Mediante a determinag&o do valor de LQ (0,89 ug L"), uma solugdo de OTC na
concentracao referente ao limite de quantificacdo foi preparada e realizado o
procedimento de pré-concentragcdo e extracdo com Fes04/SiO2/MIP sob condi¢des
otimizadas do estudo, visando avaliar o efeito do LQ tedrico na curva de calibragao.
Este procedimento permitiu inferir que o LQ é confiavel, dado que, o modelo linear da
curva analitica foi mantido.

A qualidade do ajuste dos dados experimentais obtidos a partir das curvas
analiticas, foi avaliada por meio de analise de varidncia (ANOVA) em nivel de
confianga de 95 %, permitindo inferir que ndo ha falta de ajuste entre os valores
previstos pelo modelo em termos de concentragdes e os valores observados, pois em
todas as curvas, 0 Fcalculado (MQfalta de ajuste/MQerro puro) foi menor que 0 Ftabelado
sendo: Fcalculado = 2,16 < Ftabelado = 4,41 para a curva pré concentrando de 5,0 ug L' a
100 ug L™, para a curva de pré concentragdo de 100 ug L' a 20,0 mg L - Fcalculado =
1,55< Ftabelado = 4,74, € para a curva sem pré-concentragao Fecalculado 0,79 < Ftabelado =
4,14. Os valores evidenciam a forte relacdo linear entre os pontos das curvas
analiticas.

Na Tabela 11 sédo apresentados polimeros magnéticos molecularmente
impressos com analito alvo OTC e deteccdo por HPLC-DAD com seus respectivos

parametros analiticos a fim de comparar com os dados obtidos por este trabalho.
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Tabela 11. Comparacao de parametros analiticos para determinagao de OTC
utilizando diferentes MIPs magnéticos e determinagéo por HPLC-DAD

Adsorvente Faixa Linear (ug LD (ugL™) LQ (ug L") VP (mL) Referéncia

L")
MIMMs - 7.4 24,7 24,0 Lv et al., 2013.
MIMM - 5,71 19,02 25,0 Li et al., 2014.
DA+BSA-MMIPs 5,0 a 500 1,09 3,87 20,0 Xu et al., 2018.
MD-pu-SPE 100 a 10000 30 100 1,0 Cherkashina et al.,
2020.
Fe304/SiO2/MIP 0,89 a 100 0,26 0,89 40,0 Este trabalho

MD-pu-SPE: Nanoparticulas magnéticas revestidas com surfactantes para extracdo em fase solida
dispersiva magnética; DA+BSA-MMIPs: Nanomateriais magnéticos impressos de monbémero
bifuncional; Fe304s@SiO2@FeO: nanocompdsito magnético multifuntional; MIMM: Microesfera
magnética de impressado molecular; MIMMs; Microesferas magnéticas impressas por polimerizagdo em
suspensao;

Pode-se inferir que o método de pré-concentragcdo e extracdo proposto,
fazendo uso do Fe304/SiO2/MIP como adsorvente, apresenta valores de LD e LQ
satisfatérios, estando abaixo da faixa reportada na literatura, fator de pré-
concentracado alto e precisdo das medidas analiticas, caracteristicas uteis para a
aplicagdo em amostras que tenham concentragdes baixas ou entdo, em diluigcbes de

amostras com elevadas quantidades de OTC.

5.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL E DE
LEITE

O método MDSPE proposto utilizando o Fes304/SiO2/MIP foi avaliado na
aplicacao para extragédo de residuos de OTC em amostras de aguas superficiais do
lago do Iguapd e os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Aplicagao do método de pré-concentragdo em MDSPE para analise de
residuos de OTC em amostras superficiais (n = 3)

Concentracio adicionada Concentragido encontrada Recuperagao (%)
(Mg L) (Mg L)
0,0 ND ND
12,0 11,8 £ 0,1 98,0
20,0 19,7 £ 0,1 98,0

ND: ndo detectavel.

Fonte: o autor
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Os ensaios demostraram que a agua coletada nao apresentou residuos de OTC
dentro dos parametros analiticos do método. A amostra de agua, foi submetida a
ensaios de adicdo e recuperacdo, sendo fortificada com quantidades de OTC
conhecidas, permitindo obter porcentagens de recuperagao de 98,0 %, indicando que
o material adsorvente pode ser utilizado com eficacia na determinagao de residuos de
OTC em amostras de agua superficial.

A aplicabilidade do método proposto em amostras de leite bovino também foi
averiguada. Diferentes marcas, denominadas A, B (leite integral) e C (leite desnatado)
foram submetidas ao método MDSPE e os resultados sao apresentados na Tabela
13. As amostras passaram pelo processo de precipitacao de proteinas e extragao do
analito com tampao Mcllaive 0,1 mol L' em pH 4,0. Para as amostras B e C realizou-
se um teste de adicdo e recuperagdo, com a intencdo de verificar a exatidao do
método.

Tabela 13. Concentragcdo de OTC encontrada em trés diferentes marcas de leite
UHT bovino (n = 3)

Leite Concentragéao Concentragio obtida Recuperagao (%)
bovino adicionada (ug L) (Mg L)
A ND ND ND
B ND ND ND
20,0 18,8 £ 0,9 94,0
40,0 37,7+1,3 94,0
C ND ND ND
25,0 246+0,3 97,0
50,0 49,8 £ 0,1 99,0

ND: ndo detectavel.

Fonte: o autor

Os cromatogramas obtidos para a injecao no sistema cromatografico de um
padrdo de OTC em fase mével e injecao do extrato da amostra, sdo apresentados na
Figura 43. Observa-se que o no tempo de retencao do analito OTC, o extrato de leite
nao apresentou nenhum sinal analitico que interfira na determinagao e quantificagao
da OTC. As recuperagdes obtidas (94,0 - 99,0 %) indicam a auséncia de efeitos de
matriz na analise e alto potencial para a determinagao de interferéncia livre de OTC
em amostras reais. Observa-se que as amostras apds serem submetidas ao

procedimento MDSPE apresentam menos interferentes que as amostras sem o
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procedimento MDSPE, indicando que o Fe304/SiO2/MIP também proporciona uma

limpeza da amostra, com cromatogramas com melhor resolucgao.

Figura 43. Cromatogramas de aplicagdo do método MDSPE
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Fonte: o autor

D) Cromatograma apés procedimento MDSPE com amostra fortificada.

O método aqui descrito mostrou-se facil e rapido na determinagao de OTC em

amostras de leite bovino fazendo uso de pequena massa de material adsorvente e

com tempo de extragdo rapido. O uso de um material com propriedade magnética

facilitou o processo de separagcao da fase extratora da fase liquida, aproximando um

campo magnético externo, sem necessidade de uma etapa de centrifugacgéo.
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5.5 AVALIACAO DA SELETIVIDADE E DOS PARAMETROS ANALITICOS FRENTE
AOS ANALOGOS ESTRUTURAIS DAS TCs

5.5.1 Avaliagéo da seletividade

Os coeficientes de distribuigcao (Kd), seletividade (k) e seletividade relativa (k')
foram obtidos a partir das solugdes binarias de TC:molécula interferente dos analogos

estruturais (Figura 1) e os dados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Parametros relacionados a seletividade para OTC e analogos estruturais

Mistura i Kd

Binaria Polimero oTC M.1 “ ¥

OTC:TC Fe304/SiO2/MIP 1198,46 446,64 2,35 168
Fes04/SiO2/NIP 286,49 202,57 1,39

OTC:CTC Fe304/SiO2/MIP 233,20 10,12 23,05 119

Fes04/SiO2/NIP 55,17 2,85 19,37

OTC:DC Fes04/SiO2/MIP 417,55 159,66 2,61
Fes04/SiO2/NIP 344,65 150,61 2,28 114

Fonte: o autor

Para os analogos estruturais da OTC - TC, CTC e DC - observa-se os valores
de k’ muito proximo de 1,0. Tais resultados podem ser explicados devido a
similaridade estrutural entre as moléculas, exceto pelos radicais adjacentes que
diferem as TCs entre si.

Como ja discutido na avaliagdo do efeito de impressao quimica a moléculas
interferentes, no item 5.2.3, a ligagao covalente formada pelo complexo OTC-ICPTES
durante a etapa de sintese, garante ao Fe304/SiO2/MIP a preservagao das cavidades
do template em tamanho e forma. Desta forma, pode-se inferir que o Fe304/SiO2/MIP
apresenta efeito de impressao para a OTC, bem como para seus analogos estruturais
da familia das TCs (TC, CTC e DC), uma vez que as demais moléculas possuem uma
estrutura quimica muito semelhante e se ligam ao adsorvente por ligacbes de
hidrogénio com o grupo NHa.

Tais resultados indicam que os sitios seletivos da superficie sao
complementares em forma, tamanho e distribuicdo espacial as moléculas de TCs.

Essa € uma caracteristica comum para polimeros molecularmente impressos para
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TCs, devido a forte semelhanga no arranjo dos grupos funcionais e do tamanho
tridimensional dessas moléculas (CHEN et al., 2009; DAI et al., 2012; DAI et al. 2014;
GAO et al., 2020).

5.5.2 Parametros analiticos para os analogos estruturais

A eficiéncia do método de extragao e pré-concentragdo das demais TCs pelo
Fes304/SiO2/MIP foi avaliada pelo calculo das figuras analiticas de mérito: LD e LQ,
FPC, e precisao intra-dia e inter-dia. Os valores foram obtidos a partir de duas curvas
analiticas, uma com a etapa de pré-concentracdo no Fe304/SiO2/MIP (com as
condigbes de extragdo e eluigdo otimizadas), na faixa de 5,0 & 100 ug L-'. Outra sem
etapa de pré-concentragdo (as solugdes de padrées de OTC foram injetadas
diretamente no cromatografo), na faixa de 0,1 a 250,0 mg L™'. As curvas analiticas sao

apresentadas nas Figuras 44.

Figura 44. Curvas analiticas sem a etapa de pré-concentragdo (A) e com a etapa de
pré-concentracéo (B)
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Fonte: o autor

Com base nos modelos de regressao das curvas analiticas, o fator de pré-
concentragéo, LD e LQ foram determinados. Mediante a determinagéo do valor de LQ
para as demais TCs, uma solugdo de na concentragcdo referente ao limite de
quantificacao foi preparada e realizado o procedimento de pré-concentracio e extracao

com Fe304/SiO2/MIP sob condigdes otimizadas do estudo, visando avaliar o efeito do
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LQ tedrico na curva de calibragdo. Este procedimento permitiu inferir que o LQ é
confiavel, dado que, o modelo linear da curva analitica foi mantido. Os dados estao
apresentados na Tabela 16.

Tabela 15. Parametros analiticos do método MDSPE para os demais analogos
estruturais das TCs

TCs Faixa Linear Equagdo FPC LD (uglL™) LQ (ug L)
(Mg L")

TC 1,52 - 100,0 y=2176,4x — 19082 53,6 0,45 1,52
R2=0,994

CTC 2,02 -100,0 y= 1635x — 16301 52,3 0,60 2,02
R2= 0,996

DC 1,70 -100,0 y=1941x — 13711 64,1 0,51 1,70
R2=0,993

Fonte: o autor

A precisao do método foi avaliada em termos de precisao intradia por meio das
anadlises (n = 10) das concentragdes de TCs de 20 e 100 ug L-'. Ainda, a precisdo
interdia (dois dias consecutivos) com n = 10 foi avaliada para as mesmas
concentragbes usadas nas andlises intradia. Os valores estdo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16. Precisdo do método MDSPE para os analogos estruturais das TCs

Precisao TC (%) CTC (%) DC (%)
Intradia 20 pg L™ 1,29 3,02 3,08
Intradia 100 pg L' 2,43 1,13 1,09
Interdia 20 pg L 1,06 1,44 2,72
Interdia 100 pg L' 2,32 1,91 1,01

Fonte: o autor

A qualidade do ajuste dos dados experimentais obtidos a partir das curvas
analiticas, foi avaliada por meio de analise de variancia (ANOVA) em nivel de
confianga de 95 %, permitindo inferir que ndo ha falta de ajuste entre os valores
previstos pelo modelo em termos de concentragdes e os valores observados, pois em
todas as curvas, 0 Fcalcuado (MQfalta de ajuste/MQerro puro) foi menor que 0 Ftabelado

sendo:
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> Fcalculado = 1,08 < Ftabelado = 2,57 para a curva pré concentrando, e para a curva
sem pré-concentracao Fecalculado 0,81 < Ftabelado = 2,01 para a TC;
> Fealculado = 1,22 < Ftabelado = 2,51 para a curva pré-concentrando, e para a curva
sem pré-concentragao Fecalculado 0,80 < Ftabelado = 1,91 para a CTC;
> Fcalculado = 1,09 < Ftabelado = 2,57 para a curva pré-concentrando, e para a curva
sem pré-concentracao Fcalculado 0,99 < Ftabelado = 2,1, para a DC.

Os valores evidenciam a forte relacdo linear entre os pontos das curvas

analiticas.

5.5.3 Aplicacdo do método MDSPE paras as TCs em amostras de leite

A aplicabilidade do método proposto para as TCs em amostras de leite bovino foi
averiguada em diferentes amostras de leite denominadas A e B, divididas em leite
integral, leite semi-desnatado e leite desnatado. Estas foram submetidas ao método
MDSPE e os resultados séo apresentados na Tabela 17 e 18. As amostras passaram
pelo processo de precipitagdo de proteinas com tampé&o Mcllaive 0,1 mol L' em pH
4,0. Realizou-se testes de adicdo e recuperagcdo, com a intencao de verificar a

exatiddo do método.
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Tabela 17. Concentracado de TCs encontrada em trés diferentes amostras de leite
UHT bovino da marca A (n = 3)

Leite bovino integral

Concentragao adicionada Concentragéo obtida Recuperacao (%)
(Mg L) (Mg L)
OTC ND ND ND
25,0 244 +17 98,0
35,0 34,9+0,3 99,0
TC ND ND ND
25,0 244 +14 97,0
35,0 34,1+0,9 97,0
CTC ND ND ND
25,0 249+1,2 99,0
35,0 349+0,7 99,0
DC ND ND ND
25,0 245+13 98,0
35,0 34,6 £0,7 99,0
Leite bovino Semi-desnatado
OoTC ND ND ND
25,0 24.8+0,9 99,0
35,0 35,0+ 1,1 100,0
TC ND ND ND
25,0 240+1,3 96,0
35,0 34,7+0,8 99,0
CTC ND ND ND
25,0 24,7+ 1,4 99,0
35,0 34,8+0,8 99,0
DC ND ND ND
25,0 248+1,2 99,0
35,0 34,8+0,7 99,0
Leite bovino Desnatado
OoTC ND ND ND
25,0 243+1,0 97,0
35,0 34,8+0,8 99,0
TC ND ND ND
25,0 255+1,3 102,0
35,0 345+0,9 99,0
CTC ND ND ND
25,0 24,8+ 1,1 99,0
35,0 345+0,5 98,0
DC ND ND ND
25,0 246 +0,7 99,0
35,0 349+0,8 100,0

ND: ndo detectavel

Fonte: o autor
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Tabela 18. Concentragcao de TCs encontrada em trés diferentes amostras de leite
UHT bovino da marca B (n = 3)

Leite bovino integral

Concentragao adicionada Concentragéo obtida Recuperacao (%)
(Mg L) (Mg L)
OoTC ND ND ND
25,0 247+ 1,1 99,0
35,0 349+1,7 100,0
TC ND ND ND
25,0 244 +13 97,0
35,0 35,1+0,8 100,0
CTC ND ND ND
25,0 24,7+ 0,9 99,0
35,0 34,7+0,7 99,0
DC ND ND ND
25,0 25,7+0,9 102,0
35,0 343+14 98,0
Leite bovino Semi-desnatado
OoTC ND ND ND
25,0 246 +17 97,0
35,0 34,3+0,8 98,0
TC ND ND ND
25,0 244 +12 97,0
35,0 34,2+0,7 98,0
CTC ND ND ND
25,0 251+0,9 100,0
35,0 332+1,8 95,0
DC ND ND ND
25,0 24,4+ 0,9 98,0
35,0 35,8+1,0 102,0
Leite bovino Desnatado
OoTC ND ND ND
25,0 245+0,8 98,0
35,0 351+£1,2 100,0
TC ND ND ND
25,0 245+14 98,0
35,0 350+1,5 100,0
CTC ND ND ND
25,0 249+0,9 99,0
35,0 350+14 100,0
DC ND ND ND
25,0 241+0,9 96,0
35,0 34,6 +0,8 99,0

ND: ndo detectavel

Fonte: o autor

Os cromatogramas obtidos para a injecdo no sistema cromatografico de um
padrdao de TCs em fase movel e injegdo do extrato da amostra, s&o apresentados na

Figura 45. Observa-se que o no tempo de retencado das TCs, o extrato de leite ndo
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apresentou nenhum sinal analitico que interfira na determinagao e quantificagcao dos

analitos. As recuperagdes obtidas (96,0 - 102,0 %) indicam a auséncia de efeitos de

matriz na analise e potencial para a determinacdo de interferéncia livre de TCs em

amostras de leite. As amostras apos serem submetidas ao procedimento MDSPE

apresentam menos interferentes que as amostras sem o procedimento MDSPE,

indicando que o Fe304/SiO2/MIP também proporciona uma limpeza da amostra, com

cromatogramas com melhor resolugao.

Figura 45. Aplicagdo do método MDSPE em amostras de leite para TCs

60000

50000

40000 +

30000

20000 +

10000

Intensidade de area (u.a)

-10000

oTC ——MIXTCs 1mgL"’

TC

CTC  pc

S I |

2 4 6 8 10
Tempo de retengdo (minutos)

(A)

Intensidade de area (u.a)

—— Leite sem fortificagdo integral
—— Leite sem fortificagdo semi-desnatado
—— Leite sem fortificagdo desnatado

S

-

—_— ]

N

0 2

4 6 8 10

Tempo de retengéo (minutos)

(©)

Intensidade de area (u.a)

Intensidade de area (u.a)

—— Leite Integral sem MDSPE
—— Leite Semi-desnatado sem MDSPE
—— Leite Desnatado sem MDSPE

0 2 4 6 8 10
Tempo de retencéo (minutos)

(B)

—— Leite Integral com fortificagdo de 35 ug L™ de TCs
—— Leite Semi-desnatado com fortificagao de 35 ug L™ de TCs
—— Leite Desnatado com fortificagao de 35 pg L' de TCs

otcTC

CcTC DC

0 2 4 6 8 10
Tempo de retengéo (minutos)

(D)

(a) Cromatograma da injecéo de padrao de TCs em fase moével; (b) Cromatograma do extrato de leite

sem procedimento MDSPE; (c) Cromatograma do extrato de leite apés procedimento MDSPE; (d)

Cromatograma apos procedimento MDSPE com amostra fortificada com 35 ug L.

Fonte: o autor



133

A aplicacdo do método MDSPE com o Fe304/SiO2/MIP em amostras de leite UHT
integral, semi-desnatado e desnatado sem interferentes da matriz nos sinais analiticos
das TCs analisadas, mostra-se uma alternativa eficiente e satisfatoria para extracao e
deteccao de compostos da familia das TCs. Assim, 0 método desenvolvido com um
novo polimero magnético molecularmente impresso apresentou um material
adsorvente seletivo para ser aplicado em procedimentos MDSPE para determinagao

de TCs em diversas amostras.
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6. CONCLUSAO

A sintese semi-covalente de um polimero magnético molecularmente impresso
para a molécula de oxitetraciclina proposto neste trabalho foi avaliada com técnicas
de caracterizagao e seu emprego no desenvolvimento do método de extracdo em fase
sélida magnética dispersiva. O Fe304/SiO2/MIP mostrou-se uma alternativa de
deteccgdo para determinacédo de TCs, uma vez que possibilitou uma analise rapida e
com boa frequéncia analitica dos analitos em amostras alimenticias.

A caracterizagao dos materiais sintetizados por diferentes técnicas comprovou
a eficacia da sintese do polimero molecularmente impresso sobre o nucleo do éxido
de ferro com protecao de silica, bem como da sintese do polimero ndo impresso. Os
grupos funcionais caracteristicos do Fe3Os4 foram observados nos espectros de
infravermelho dos materiais subsequentes, bem como as caracteristicas magnéticas
que permaneceram inalteradas com o recobrimento e a polimerizagdo na superficie,
que foram comprovadas pelas analises de medidas de magnetizagéo e difratometria
de raios-X.

As imagens de microscopia eletrébnica de varredura e de transmissao
mostraram que as particulas magnéticas se encontram dispersas na rede polimérica
onde nao foi obtida uma morfologia do tipo core-shell. Essa caracteristica é importante
para o Fe304/SiO2/MIP, pois, embora nao tenha havido formagao de rede polimérica
apenas na superficie da particula, a quantidade de sitios de impressdo quimica na
rede polimérica formada no seio da solugao proporcionou uma rapida separagao da
fase extratora com a fase liquida e com capacidade adsortiva satisfatoria.

A caracterizacao dos materiais sintetizados permitiu inferir sobre a capacidade
seletiva e adsortiva do Fe304/SiO2/MIP frente a molécula de OTC, confirmando
posteriormente pelos estudos de adsorcao e eluigcdo que a interagao entre a molécula
de OTC ocorre por ligagdes de hidrogénio com o grupo amino do adsorvente.

O método MDSPE proporcionou satisfatérios parametros analiticos para TCs,
incluindo baixos limite de deteccdo e quantificacdo e elevado fator de pré-
concentracdo. A avaliagao dos parametros analiticos para a molécula template OTC
as para as demais TCs, demonstrou que o Fes304/SiO2/MIP pode ser utilizado na
determinacdo das TCs em amostras complexas e com concentragdes baixas dos

analitos.
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As aplicagdes do método de MDSPE com o Fe304/SiO2/MIP em amostras de
aguas superficiais e de leite, exibiu bons resultados de determinagéo de residuos de
TCs. Desta forma, o material sintetizado proposto por este trabalho apresentou
caracteristicas consideradas satisfatorias para ser utilizado com um material
adsorvente magnético com caracteristicas seletivas devido ao polimero
molecularmente impresso, podendo ser aplicado em procedimentos MDSPE para

determinacao de TCs em diversas amostras.
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