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Resumo

Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) sao polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade a uma molécula
de interesse. O objetivo deste trabalho foi a sintese e caracterizagdo de MIPs para aplicagdo na extragdo em fase sélida
(SPE), visando a determinagao de fenilalanina. Os MIPs foram sintetizados a partir do MAA, fenilalanina, EGDMA,
AIBN, em cloroférmio. Também foi sintetizado o polimero ndo-impresso (NIP), para controle da seletividade dos MIPs.
A dessorcao da fenilalanina foi realizada em extrator Soxhlet. Os MIPs e NIP foram caracterizados pelas técnicas de
analise: FTIR, UV-Vis, MEV, DSC e TG. O MIP apresentou maior capacidade adsortiva a fenilalanina do que o NIP,
com uma taxa média de adsor¢do de 55% comparada a 11% para o NIP. Por MEV o MIP apresentou superficie mais
porosa, importante caracteristica para aplicagdo em SPE. Os estudos realizados mostraram que o MIP sintetizado
apresentou grande potencial para aplicacdo em técnica de SPE.

Palavras-chave: sintese e caracterizagdo, MIP, fenilalanina, extragdo em fase sélida.

Abstract

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are synthetic polymers that have high selectivity to a molecule of interest.
The objective of this work was the synthesis and characterization of MIPs for use in solid phase extraction (SPE), in order
to determine Phenylalanine. The MIPs were synthesized from the MAA, Phenylalanine, EGDMA AIBN, in chloroform.
Non imprinted polymer (NIP) was synthesized to control the selectivity of MIPs. The desorption of Phenylalanine was
carried out in Soxhlet extractor. The MIPs and NIP were characterized by the following analytical techniques: FTIR,
UV-Vis, SEM, DSC and TG. MIP showed higher adsorption capacity to Phenylalanine than the NIP with an average
rate of adsorption of 55% compared to 11% for NIP. SEM MIP showed more porous surface, an important feature for
use in SPE. The synthesized MIP in the present study showed great potential for use in SPE technique.

Keywords: synthesis and characterization, MIP, phenylalanine, solid phase extraction.

1. Introducao

O reconhecimento especifico molecular ¢ um requisito
fundamental dos sistemas vivos. Assim, ndo ¢ surpreendente
que os cientistas ao longo dos anos tenham investido grandes
somas de tempo e esfor¢o na tentativa de mimetizar fungdes
biologicas responsaveis pela seletividade inerente as interagdes
enzima-substrato, antigeno-anticorpo e farmaco-receptor.

O conceito de impressdo molecular para formagao de
anticorpos, processo no qual um antigeno era usado como
molécula molde (MM) para dar forma a cadeia polipeptidica
de anticorpos, surgiu a partir da teoria de Pauling!". Em 1949,
o trabalho de Dickey pde em pratica a teoria de Pauling
promovendo a utilizagdo de absorventes especificos com
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memoria inerente a uma dada molécula e capazes de se
religar seletivamente & mesmal..

Dessa concepgdo, idealizou-se produzir um polimero
rigido, com seletividade atribuida principalmente a sua
estrutura tridimensional complementar a molécula molde,
que pudesse atuar de forma similar ao anticorpo, ou seja, que
pudesse efetuar seletivamente o reconhecimento molecular®®.

Atualmente, essa técnica encontra-se bem estabelecida,
sendo rotineiramente intitulada de Polimeros Molecularmente
Impressos ou Molecularly Imprinted Polymers —MIPs, que
sdo polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade
a uma molécula de interesse. Em geral, sdo facilmente
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sintetizaveis, podendo ser moldados de acordo com sua
utilizagdo, sendo sua sintese em geral pouco onerosa.
Apresentam caracteristicas vantajosas como estabilidade,
robustez, seletividade, resisténcia a altas temperaturas
¢ pressdes ¢ inércia quimica a acidos, bases e solventes
orgénicos!.

Em funcdo dessas caracteristicas, e dada sua alta
seletividade, esses polimeros tém sido bastante empregados
no preparo de amostras atuando como adsorventes em
técnicas de separagdo, tais como, cromatografia liquida de
alto desempenhol), eletroforese capilar'®, eletrocromatografia
capilarl, cromatografia em camada delgada!”, bem como
em extragdo em fase sélida (SPE)® e em microextracdo
em fase solidal®, sendo ainda muito empregados nas areas
biologica, farmacoldgica e alimenticia'®'.

O emprego de MIPs como materiais adsorventes na técnica
de SPE vem adquirindo destaque, sendo esse o principal
campo de aplicagdo desses materiais, pois oferece alto grau
de seletividade quando comparado com outros materiais,
como cartuchos de silica modificada (C18) e resinas de
troca idnica e, a0 mesmo tempo, por serem mais estaveis
que os adsorventes de origem biological''1?),

A SPE ¢ uma técnica amplamente empregada na extragao
e concentragao de analitos, mesmo quando estdo presentes
em baixos niveis de concentragdo, na remo¢ao de compostos
interferentes em matrizes complexas ¢ na mudanga do
meio de solubilizagdo de um analito antes de sua analise
cromatografica. Sendo assim, a SPE ¢ considerada uma
técnica muito importante para o preparo de amostras!'?.
Quando o material adsorvente ¢ um MIP, a técnica recebe a
designacao de Molecular Imprinting Solid-Phase Extraction
(MISPE)!".

Varios estudos foram realizados nos ultimos anos
comprovando a utilidade do método MISPE na extracéo
de compostos em amostras biologicas, biofluidos, tecidos,
agua, solo e plantas. Os recentes desenvolvimentos em
impressao molecular disponibilizaram polimeros que podem
ser usados na deteccdo de farmacos, toxinas, agrotoxicos,
aditivos alimentares, compostos toxicos, entre outrost4!.

Um exemplo desses compostos toxicos para 0 nosso
organismo ¢ a fenilalanina em excesso e seus catabolitos,
que tém efeito toxico nas fungdes somaticas e do sistema
nervoso central, causando anormalidades como falhas no
andar ou falar, hiperatividade, tremor, microencefalia,
falhas no crescimento e retardo mental, sendo essa doenga
denominada fenilcetonuria™!. A fenilcetonuria (PKU) é uma
doenga hereditaria e esta relacionada com a falta de uma
enzima que ¢ necessaria para digerir a fenilalanina. Essa,
como ndo ¢ absorvida, passa a acumular-se no organismo
até ser convertida em compostos toxicos, designados por
fenilcetonas (como o fenilacetato e a fenetilamina), que sdo
expelidos pela urina. Os doentes com PKU que ingerem
a fenilalanina sofrem de diferentes sintomas de toxicidade,
incluindo atrasos mentais (especialmente em criangas) e
distirbios intelectuais nos adultos.

A fenilalanina (Phe) ¢ um aminoacido essencial, ou
seja, ndo ¢ sintetizado pelo organismo humano, devendo
ser obtido por meio da alimentagio. E classificada como
um aminoacido apolar e possui um anel aromatico em sua
cadeia lateral'>!%. A fenilalanina se apresenta na forma de
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um cristal branco ou po cristalino, sem odor ou com um
leve odor caracteristico e com um sabor levemente amargo.
Prontamente soliivel em 4cido férmico, moderadamente soluvel
em agua e praticamente insoluvel em etanol. Dissolve-se
em acido cloridrico diluido. Apresenta valores de pK de
2,11 e 9,13, ponto isoelétrico (pl) em 5,48 e massa molar
igual a 165,18g.mol ™!, além de ponto de fusdo de 283°Cl'¢l.

Os métodos usados para a remocao de fenilalanina
baseiam-se na liberagdo desse aminoacido por hidrélise
quimica ou enzimatica, sendo posteriormente removido por
tratamentos diferenciados. Varios métodos sdo utilizados
para a remogao da fenilalanina, como adsor¢do em carvao
ativado ou resinas de adsor¢do, cromatografia de troca
ionica, peneira molecular ou filtragdo em gel, além de
desaminagdo desse aminodcido pela enzima fenilalanina
amonia liase. Apesar do uso do carvao ativado comercial ser
uma das formas mais usadas para adsor¢@o de aminoacidos,
a utilizacdo desse processo gera um aumento consideravel
no custo do processo, devido a necessidade de regeneragao
do adsorvente para posterior utilizagdo. Além disso, existe a
questao da ndo especificidade do carvdo ativado comercial,
que ao ser aplicado na remocao da fenilalanina em matrizes
mais complexas, pode remover também outras substancias,
como, por exemplo, outros aminoacidos!®.. A escolha do
método deve considerar a praticidade, a reprodutibilidade e a
relacdo custo/eficiéncia de cada tratamento e ainda apresentar
reconstitui¢do e utilizagdo viaveis. Tais limitagdes justificam
a sintese de MIPs para a determinacao de fenilalanina.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar
e caracterizar polimeros molecularmente impressos e
nao-impressos por meio da técnica de polimerizagdo em massa,
utilizando como molécula molde nos MIPs a fenilalanina,
bem como estudar a aplicagdo desses polimeros na técnica
de extragdo em fase solida.

2. Materiais e Métodos
2.1 Sintese dos MIPs e NIP

O acido metacrilico (MAA) foi utilizado como monomero
funcional (MF), o etileno glicol dimetacrilato (EGDMA)
como agente de reticulagdo (AR), 0 2,2-azobisisobutironitrila
(AIBN) como iniciador radicalar (IR), a fenilalanina
(Phe) como molécula molde (MM) e o cloroférmio como
solvente. A sintese dos MIPs foi realizada utilizando-se MF
em excesso com relagdo a quantidade de Phe, pois, assim,
procurou-se garantir que ele pudesse interagir com todos
os sitios disponiveis no molde!'”. Optou-se por utilizar o
EGDMA devido ao seu emprego em larga escala e com grande
sucesso na sintese de MIPs*!¥l. O uso do iniciador AIBN
foi devido ao fato dele sofrer homdlise sob irradiacdo, por
meio de uma lampada de vapor de merctirio com emissao
entre 345-365nm para gerar os radicais livres!'”, condi¢do
essa utilizada nesse trabalho. O cloroférmio foi empregado
como solvente pelo fato de ser apolar e com constante
dielétrica baixa, favorecendo, dessa forma, a estabilidade
das interagdes analito-mondmero, além de fornecer um meio
onde o analito e monoémeros fossem soluveis.

Nesse estudo variou-se a razao “MM / MF”, de forma
a otimizar as condigdes de sintese, uma vez que esse fator
influencia as propriedades de ligagdo e seletividade dos MIPs.
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Para o estudo da influéncia desse fator, foram sintetizados
MIPs com diferentes razdes “MM / MF”, conforme mostra
a Tabela 1. Nessa tabela também sdo apresentadas as
quantidades de reagentes usadas na sintese do NIP-1. Como
se pode ver, as quantidades s3o exatamente iguais as usadas
para o MIP-1, exceto pela auséncia de fenilalanina. Esse
polimero foi usado como controle/comparagao na adsorgao
dessa substancia.

Todas as sinteses foram realizadas a temperatura de 4°C
utilizando banho ultratermostatico (Quimis, modelo Q214D2)
e irradiacdo UV com lampada de merctrio (A=365nm).
APhe,o MAA, 0o EGDMA ¢ o cloroférmio foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. O AIBN foi adquirido da Polysciences.
O solvente metanol grau HPLC foi adquirido da Merck e o
acido acético proveniente da Synth. Todos foram utilizados
como adquiridos, ou seja, sem purificagdo prévia.

A MM foi pesada dentro de um frasco reacional (frasco
ampola de 30mL) em balanga analitica (Shimadzu, modelo
AEL-405M). Em seguida, mediram-se os respectivos volumes
de mondmero acido metacrilico ¢ do solvente cloroférmio,
por meio de micropipetas (Eppendorf), adicionando-os
no frasco reacional contendo a MM e Phe. O frasco foi
agitado manualmente onde, posteriormente, foi adicionado
o agente reticulante EGDMA e o iniciador radicalar AIBN.
Imediatamente apo6s a adi¢do dos reagentes ao frasco
reacional, procedeu-se a purga com nitrogénio durante
5 minutos. O frasco foi entdo selado e colocado em banho
ultratermostatico (Quimis, modelo Q214D2) a 4°C adaptado
com uma camara contendo lampada UV (365nm/100W).
O tempo de polimerizagdo foi de 6 horas.

Apbs a polimerizagdo, o frasco foi retirado do banho
e o cloroformio (sobrenadante) foi retirado com o auxilio
de uma pipeta. O polimero formado (sélido branco) foi
secado em estufa a vacuo (Vacuoterm 6030A) por 12 horas
a 65°C para remocao de solvente residual. Posteriormente ao
processo de secagem, o frasco ampola de sintese foi quebrado
e o polimero seco foi submetido a moagem utilizando um
moinho analitico (IKA A11BS1). Os polimeros foram
peneirados em tamizes, sendo utilizadas as particulas que
ficaram na faixa granulométrica entre 0,042 ¢ 0,050mm pelo
fato da porosidade dos frits (discos que suportam e limitam
o sorvente dentro do cartucho) utilizados em SPE serem
normalmente de 20um!"’. Os MIPs e NIP obtidos foram
acondicionados em frascos plasticos fechados e mantidos
a temperatura ambiente.

2.2 Caracterizagdo dos MIPs e NIP

Os MIPs e NIP foram caracterizados por FTIR, MEV,
DSCe TG.

Os espectros de absor¢cdo molecular na regido do
infravermelho, na faixa de 4000 a 650cm™!, foram obtidos
em espectrometro FTIR modelo Nicolet 6700 da Thermo

Fisher SCIENTIFIC, usando acessorio de reflexdo total
atenuada (ATR), com 64 varreduras e resolu¢do de 4cm’!
(cristal Ge), a temperatura ambiente (=20°C).

O equipamento de DSC utilizado, um Shimadzu modelo
DSC-60, foi programado para aquecimento das amostras
da temperatura ambiente (=20°C) a 300°C, a uma razao de
aquecimento de 10°C.min"'. O porta amostra utilizado foi
de aluminio selado com furo e o gas de arraste, nitrogénio,
com vazao de 50mL.min"'. A massa das amostras analisadas
variou entre 5,0 e 10,0mg.

Atermogravimetria foi realizada com razéo de aquecimento
de 10°C.min™!, da temperatura ambiente (=20°C) até 600°C,
em porta amostra de platina e atmosfera de nitrogénio com
vazdo de 50mL.min". O equipamento empregado foi um
Shimadzu modelo TGA-50WS. A massa das amostras
analisadas variou entre 5,0 ¢ 10,0mg.

As microscopias dos MIPs e NIP foram realizadas
em microscopio eletronico de varredura (Marca: Hitachi,
Modelo: TM3000) em 15,0kV. As imagens obtidas foram
processadas utilizando o software TM3000. Todas as
amostras foram analisadas a temperatura ambiente de 20°C,
aproximadamente. Esse microscopio opera sob baixo vacuo,
portanto ndo necessita de metalizacdo das amostras para
obtencdo das micrografias.

2.3 Extracdo da fenilalanina dos MIPs

Apos a sintese dos MIPs, foi necessario proceder a
remogdo da molécula molde para que pudesse ocorrer a
religacdo da mesma, quando da aplicagdo final do MIP.
O método escolhido nesse trabalho, para a remocao da
fenilalanina, foi extragdo por Soxhlet. Nesse método,
sucessivas lavagens com uma mistura de metanol e 4cido
acético (9:1, v/v) foram utilizadas até a extragdo completa
da molécula molde, monitorada por meio de analise da
solugdo eluente no espectrofotometro UV-Vis (VARIAN,
modelo Cary 50), sendo determinado, dessa forma, o tempo
necessario para a extragdo. Pesaram-se 2,5g do polimero
(MIP) resultante da sintese em papel de filtro Whatman,
sendo ele fechado em forma de cartucho e transferido para
o Soxhlet. Conectou-se ao Soxhlet, um baldo tritubulado
contendo inicialmente 300mL de solugdo de metanol e acido
acético 9:1 (v/v). Utilizou-se uma das trés vias para coleta
do extrato e na outra foi colocado um termometro para
monitoramento da temperatura, programada para 65+2°C
utilizando-se manta aquecedora (FANEM, modelo 178).
Ap0s 4 horas de extragdo, foi retirada uma aliquota de
10mL do extrato e a mesma analisada em espectrofotometro
UVVis (VARIAN, modelo Cary 50), em comprimento de
onda de 259nm para verificagao da presencga da fenilalanina.
Confirmada a presenga da molécula molde, todo o extrato
era retirado do baldo e substituido por uma nova solugio de
300mL de metanol e acido acético 9:1 (v/v). Ao atingir uma

Tabela 1. Quantidades dos reagentes utilizadas na sintese dos MIPs com fenilalanina e do NIP.

Fenilalanina MAA Raziao “MM/MF” EGDMA AIBN Cloroformio
MIP / NIP \
8 (uL) (mg.mL") (uL) () (mL)
MIP-1 0,0172 682 25,2 4720 0,0200 5
MIP-2 0,0319 682 46,8 4720 0,0200 5
MIP-3 0,0863 3410 25,3 23600 0,1000 25
NIP-1 0 682 0 4720 0,0200 5
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concentra¢do em torno de 200pg.mL", passou-se a utilizar um
volume de 200mL de solugdo para a extragdo com o objetivo
de reduzir o consumo de solvente. Esse procedimento de
extracdo foi repetido até o extrato ndo apresentar mais bandas
de absor¢do em leitura no espectrofotometro UV-Visivel,
indicando a auséncia da fenilalanina, totalizando, dessa
forma, um periodo de extragdo de 64 horas. Apds a retirada
da MM, o cartucho contendo MIP foi lavado com metanol
ainda no Soxhlet, para a retirada do excesso de acido, por
um periodo de 4 horas, e entdo submetido ao vacuo em
estufa a vacuo (Vacuoterm, modelo 6030A) a temperatura
de 65+5°C, para remogao do excesso de solvente e secagem.

2.4 Ensaio de adsorgdo

Para a realizacdo deste ensaio, utilizaram-se todos os
MIPs e o NIP sintetizados, bem como uma solugdo-controle,
sem o polimero. Pesaram-se 25, 50 e 100mg, em duplicata,
de cada MIP e NIP em Erlenmeyers de S0mL. Na sequéncia,
adicionaram-se, com o auxilio de micropipeta automatica
Eppendorf, SmL de solugdo aquosa de fenilalanina
(450pg.mL™") em cada Erlenmeyer. Os Erlenmeyers
foram colocados em banho térmico com agitador orbital
(shaker) (NOVA ETICA, modelo 304D) com agitagdo
por 72 horas a 25°C. Posteriormente, as amostras contidas
nos Erlenmeyers foram transferidas para tubos Falcon de
15mL e centrifugadas em centrifuga (SPINLAB, modelo
SL16 RAV) a 4000rpm por 30 minutos. O sobrenadante
foi recolhido, filtrado e analisado em espectrofotometro
UV-Visivel (VARIAN, modelo Cary 50) a 258nm. Para a
realizacdo dessa leitura, preparou-se uma curva analitica
para a fenilalanina em solu¢@o aquosa, com concentragio
variando entre 20 e 450pg.mL". O mesmo procedimento
para a solugdo-controle, sem polimero, foi realizado.

3. Resultados e Discussao
3.1 Sintese dos MIPs e NIP

Os MIPs e o NIP apresentaram aspecto cristalino,
esbranquigado e estrutura rigida. A formagdo do possivel
complexo “mondémero funcional - molécula molde”
(“MF-MM”), por meio de impressdo nao-covalente, ¢ ilustrada

OH

Acido Metacrilico o
Fenilalanina

na Figura 1. Néo foi possivel realizar a analise estrutural
dos sitios de ligagdo dos MIPs devido a natureza amorfa
do material e a distribuigdo heterogénea das estruturas dos
sitios de ligagdes.

3.2 Caracterizagao dos MIPs e NIP

Os espectros FTIR referentes a fenilalanina e aos
polimeros NIP-1 ¢ MIP-1, MIP-2 e MIP-3, antes da extracao
da Phe, sdo apresentados na Figura 2. As principais bandas
de absor¢ao caracteristicas dos grupos quimicos presentes
nos polimeros e na fenilalanina sdo apresentadas na Tabela 2.

Nos espectros FTIR de todos os polimeros sintetizados
e apresentados na Figura 2, foi possivel notar as bandas
caracteristicas dos grupos quimicos presentes nesses polimeros,
com destaque para as bandas entre 2964 ¢ 2957cm™, caracteristica
da deformag@o axial das ligagdes de C-H de alifatico, em
1722cm ™, caracteristica do estiramento da carbonila (C=0)
de 4cido carboxilico, e entre 1162 ¢ 1153cm™, caracteristica
da deformagao axial de C-O de acido carboxilico.

Nos espectros FTIR para os MIPs e, diferentemente
no espectro FTIR para o NIP, observam-se as bandas de
absor¢ao caracteristicas de aminoacidos em 2414 ¢ 2124cm™,
deformagao axial das ligagdes de C-H de anel aromatico em
3067cm! e a banda de absorgéo caracteristicas da ligagdo
C=0 de aminoacidos em 1563cm™. Também pode-se
observar que essas bandas apresentaram-se mais intensas
nos espectros FTIR para os MIPs 1 e 3, apresentando-se em
menor intensidade para o MIP-2, o que permite inferir que
a quantidade da Phe nesse MIP pode ser menor.

As micrografias obtidas para o NIP-1 e os MIP-1,
MIP-2 e MIP-3, antes da extra¢ao da Phe, sdo apresentadas
na Figura 3. Pode-se observar nessas micrografias que as
polimerizagdes efetuadas levaram a produgao de particulas
irregulares. Tal morfologia ¢ caracteristica de MIPs e NIPs
sintetizados pelo método de polimerizagdo em massa.
Aparentemente nao se observou nenhuma diferenca entre a
micrografia para o NIP-1 e para os MIP-1, MIP-2 e MIP-3.
A presenga da Phe parece ndo ter afetado a morfologia
superficial do polimero.

OH OH

H H
\0“\\\\\ \N e '//,,',0/

(0]

O umnx

\

Complexo MF-MM

Figura 1. Representago da provavel formacao do complexo “MF-MM”.
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Figura 2. Espectros FTIR para a Phe, o NIP-1 ¢ os MIP-1, MIP-2 ¢ MIP-3 antes da extra¢ao da Phe.
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Figura 3. Micrografias do NIP-1 (a), MIP-1 (b), MIP-2 (c) e MIP-3 (d), antes da extragdo da Phe.

Tabela 2. Atribuicdes das principais bandas de absor¢@o no espectro FTIR para os polimeros e a Phe.
Numero de onda observado (cm™)

Phe MIPs ¢ NIP Atribuigio
849, 778, 746, 699 - deformagdo angular de C—H de anel aromatico
N 757 proveniente da ligagao C-Cl
- 950-944 deformag@o angular de O-H de acido carboxilico
1074 - estiramento de C-N de amina primaria
- 1155-148 deformacio axial de C-O de éster
1307, 1163 1300-1250 deformac@o axial de C-O de acido carboxilico
1453 - deformacao axial C-C de anel aromatico
1563 - estiramento de C=0 de aminoécidos
1625, 1500 - deformagdo axial de compostos aromaticos
- 1638 estiramento dos grupos vinila C=C
- 1720 estiramento da carbonila (C=0) de acido carboxilico
2124 - deformagdo axial de aminoacidos NH,*
2414 - deformagdo axial de aminas com cargas positivas
- 2900 deformacao axial de O-H de acido carboxilico.
2964 2960-2952 deformacao axial das ligagdes de C-H de alifatico
3067 - deformacdo axial das ligagdes de C-H de anel aromatico
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Observando as curvas TG para os MIPs (antes da extragao)
e o NIP-1 sintetizados (Figura 4), percebe-se que o perfil
das curvas TG para todas essas amostras ¢ bem semelhante,
apresentando uma perda de massa entre a temperatura
ambiente e 160°C e duas perdas de massa sequenciais
entre 200 e 500°C. A primeira perda de massa, em torno
de 22+3,4% (exceto para o MIP-3), pode estar relacionada
a presenca de agente reticulante ndo reagido, visto que seu
ponto de ebuli¢do encontra-se entre 98 e 100°C, e/ou algum
solvente residual. Tal fato justifica uma maior perda, em torno
de 40%, para o MIP-3, que teve a quantidade de EGDMA
aumentada em cinco vezes em relagdo aos outros MIPs e
NIP. As outras duas perdas de massa, que totalizaram cerca
de 75£2,4% e 60%, aproximadamente, para o MIP-3, devem
estar relacionadas a degradagao das cadeias poliméricas dos
MIPs e NIP e, também, da fenilalanina, no caso dos MIPs.

As curvas DSC para a Phe, o NIP-1 e os MIP-1, MIP-2 ¢
MIP-3 antes da extracdo da Phe, sdo apresentadas na Figura 5.

Pode-se notar na curva DSC para a molécula molde (Phe),
apresentada na Figura 5, existéncia de 3 eventos endotérmicos
muito proximos entre 200 e 300°C. Esses eventos podem estar
relacionados a fusdo da fenilalanina e de sua degradagao,
observada na curva TG por meio das duas perdas de massa

80+
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Figura 4. Curvas TG para a Phe, o NIP-1 e os MIP-1, MIP-2 ¢
MIP-3 antes da extragdo da Phe.
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Figura 5. Curvas DSC para a Phe, o NIP-1 e os MIP-1, MIP-2 ¢

MIP-3 antes da extra¢do da Phe.
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consecutivas. Esses dois eventos térmicos para Phe, fusdo
e degradagdo, parece que ocorrem em temperaturas muito
proximas.

As curvas DSC dos MIPs antes da extra¢ao da molécula
molde e do NIP sintetizados, (Figura 5), apresentaram
basicamente o mesmo perfil. Percebe-se claramente um
evento exotérmico entre 80 e 160°C. Acredita-se que
esse evento possa estar relacionado ao fluxo liquido
de calor devido a polimerizagdo de moléculas de acido
metacrilico, ainda presentes na estrutura dos MIPs e NIP,
¢ a vaporizagdo do EGDMA e/ou algum solvente residual,
ambos fendomenos ocorrendo com o aumento da temperatura
e dentro do mesmo intervalo. A polimerizacdo do MAA ¢é
extremamente exotérmica, prevalecendo sobre o evento
endotérmico envolvendo a perda de massa, conforme foi
observado nas curvas TG desses polimeros. As curvas DSC
para os MIPs ndo apresentaram picos relacionados a fusdo
e degradacdo da Phe presente nesses polimeros. Talvez isso
tenha ocorrido devido as interagdes dessa substancia com as
cadeias poliméricas dos MIPs, deixando de apresentar uma
fusdo cristalina e sua degradacdo ocorrendo em temperatura
superiores, concomitante com as cadeias dos polimeros.

A partir das curvas DSC (Figura 5), ndo foi possivel
observar a temperatura de transi¢ao vitrea desses polimeros.
Essa transigdo, caso exista, seria melhor visualizada em
uma 2* corrida desses polimeros por DSC, analise que ndo
foi executada nesse trabalho, pois isso apagaria a historia
térmica dos polimeros, dificultando o estudo da influéncia
do processo de sintese realizado no comportamento deles.

3.3 Extragdo da fenilalanina dos MIPs

Os espectros FTIR referentes a fenilalanina e aos MIP-1,
MIP-2 e MIP-3, apos a extragdo da Phe, sdo apresentados
na Figura 6.

As bandas caracteristicas dos mondmeros utilizados na
sintese e que podem ser visualizadas nos espectros FTIR dos
polimeros apds a extragao, apresentados na Figura 6, sdo as
de EGDMA e MAA naregido de 1700cm™, correspondentes
ao estiramento de C=0 do grupo éster e carboxila do 4cido,
em 1150cm™, correspondente a deformagéo axial de C-O
de éster e na regido de 1300 a 1200cm™, caracteristica de
deformacao axial de C-O de acido carboxilico. Na regido
de 2900cm™! foram evidenciadas bandas de estiramento de
O-H de 4cido carboxilico ¢ C-H.

Além disso, foi possivel observar nos espectros FTIR
para os MIPs, apds a extracdo (Figura 6), a auséncia
das bandas caracteristicas da Phe como, por exemplo,
em 2414 ¢ 2124cm™, que sdo bandas caracteristicas de
aminoacidos, além da banda em 3067cm™!, correspondente
ao estiramento das ligagdes de C-H de anel aromatico, o que
¢ um forte indicio da extracdo da fenilalanina.

As micrografias obtidas para o MIP-1, antes e apos a
extragdo da Phe, sdo apresentadas na Figura 7. Nota-se que o
processo de extragao de Phe afetou a morfologia do polimero,
deixando-o com o aspecto mais poroso, apds a extragao.

As curvas TG para os MIPs 1, 2 e 3, apds a extragdo,
bem como para a fenilalanina, sdo apresentadas na Figura 8.
Nota-se nas curvas TG para os MIPs o mesmo perfil de perda
de massa, sendo possivel observar trés eventos de perda de
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Figura 6. Espectros FTIR para a Phe e os MIP-1, MIP-2 e MIP-3 apoés extracdo da fenilalanina.
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Figura 7. Micrografias do MIP-1 antes da extragdo da Phe (a) e apos a extracdo (b).

massa. No primeiro evento, da temperatura ambiente até
200°C, ocorre uma perda de massa entre 1 e 3% da quantidade
inicial de massa analisada, que pode estar relacionada
com a presenca de solvente residual. Entre 200 e 500°C
observam-se duas perdas de massa consecutivas em torno
de 95%, possivelmente proveniente da decomposi¢ao de
metacrilatos (degradacao das cadeias poliméricas dos MIPs).
Comparando as curvas TG dos MIPs, apos extragdo da Phe,
com a curva TG da Phe, percebe-se que esses polimeros
ndo contém essa substancia, indicando que o processo de
extragdo dela foi eficiente.
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As curvas DSC para a Phe e os MIP-1, MIP-2 e MIP-3
apos a extragdo da Phe, sdo apresentadas na Figura 9.

Percebe-se um evento endotérmico entre a temperatura
ambiente e 120°C nas curvas DSC para os MIPs, possivelmente
devido a presenca de solvente residual proveniente do
processo de extragdo da fenilalanina. A partir de 180°C
nota-se o inicio de outro evento endotérmico, pouco intenso
e largo, talvez relacionado ao inicio da fusao e degradagao
dos polimeros. Comparando a curva DSC para a Phe com as
curvas DSC para os MIPs, poderia utilizar-se da suposi¢ao
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feita anteriormente, para a situagdo dos MIPs antes da
extracdao da Phe. No entanto, em fung¢ao dos resultados
apresentados por FTIR e TG, acredita-se que ela ndo esteja
presente nesses polimeros.

80
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20F

0 200 00 600
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Figura 8. Curvas TG para a Phe e os MIP-1, MIP-2 e MIP-3 apos
a extragdo da Phe.

100 200 300
Temp [C]

Figura 9. Curvas DSC para a Phe e os MIP-1, MIP-2 ¢ MIP-3
apoOs a extragao da Phe.

3.4 Ensaio de adsorgao

O ensaio de adsor¢ao foi realizado de forma a avaliar
a capacidade de reconhecimento molecular dos polimeros
sintetizados. Assim, a adsor¢do da fenilalanina nos MIPs
(apds a extracdo de Phe) e NIP foi verificada variando a
quantidade de polimero e mantendo a concentrag@o inicial
da solug@o entre 448,9 ¢ 449,8ug.mL". Os célculos para o
ensaio de adsorgao foram feitos determinando a concentragao
livre de Phe no sobrenadante, de acordo com a curva analitica
de Phe em agua construida antes do ensaio. A concentragdo
de Phe adsorvida (C, em pg.mL™") pelos MIPs e NIP foi
determinada pela diferenga entre a concentracao inicial da
solucdo (I, em pg.mL™) e a concentra¢do de analito livre
(F, em pg.mL™). A taxa de adsor¢do da Phe (T, em %) foi
calculada pela relagao: T, = (C /1) x 100.

Os resultados do estudo de adsorgdo contendo a taxa
de adsor¢do da fenilalanina nos polimeros MIPs e NIP sdo
apresentados nas Tabelas de 3 a 6.

As taxas de adsor¢@o da fenilalanina em fungéo das
massas dos polimeros MIP-1, MIP-2, MIP-3 e NIP-1 utilizadas
durante o ensaio, sdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Taxas de adsor¢do da fenilalanina em fun¢do das massas
dos MIP-1, MIP-2, MIP-3 e NIP-1.

Taxa de adsorg@o de fenilalanina (%)

Tabela 3. Ensaio de adsor¢ao variando a quantidade (massa) do polimero MIP-1.

Massa @O F) © T, Média e desvio
(mg) (ng.mL) (ng.mL™) (ng.mL) (%) padrio da T, (%)
25 4489 4114 37,5 8,35
25 4489 4233 25,6 5,70 7,03+ 1,9
50 4489 267,2 181,7 40,48
50 4489 2843 164,6 36,67 38,58 +£2,7
100 4489 207,5 2414 53,78
100 4489 194,9 254 56,58 55,18 +2,0

Tabela 4. Ensaio de adsor¢ao variando a quantidade (massa) do polimero MIP-2.

Massa @ F) © T, Média e desvio
(mg) (pg.mL) (ng.mL) (pg.mL") (%) padrio da T, (%)

25 4498 446,9 2,9 0,64

25 4498 4489 0,9 0,20 0,42+03

50 4498 4468 3 0,67

50 449.8 447 4 2.4 0,53 0,60+ 0,1

100 449.8 4441 5,7 1,27

100 4498 448 4 1,4 0,31 0,79 0,7
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Tabela 5. Ensaio de adsor¢ao variando a quantidade (massa) do polimero MIP-3.

Massa @ (1)) ©) T, Média e desvio
(mg) (ngmL) (ngmL) (ngmL-) (%) padrio da T,,(%)
25 449,8 401,3 48,5 10,78
25 449.8 399,1 50,7 11,27 11,03 £0,3
50 449,8 348,1 101,7 22,61
50 449,8 339,8 110 24,46 23,54+1,3
100 4498 309,6 140,2 31,17
100 4498 312,9 136,9 30,4 30,81 +£0,5
Tabela 6. Ensaio de adsorc¢ao variando a quantidade (massa) do polimero NIP-1.
Massa @O (F) © T, Média e desvio
(mg) (pg.mL") (pgmL) (pgmL™) (%) padrio da T,,(%)
25 449.8 4163 33,5 745
25 449,8 419,5 30,3 6,74 7,1+0,5
50 449,8 403,6 46,2 10,27
50 4498 4013 48,5 10,78 10,53 + 0,4
100 449.8 401,8 48,0 10,67
100 4498 400,4 49,4 10,98 10,83 £0,2

Apartir das Tabelas 3 a 6 ou da Figura 10, percebe-se que,
para os MIPs 1 e 3, com o aumento da massa de polimero
de 25 para 100mg, a quantidade de fenilalanina adsorvida
também aumenta, passando de 7,0+1,9 para 55,242,0 ¢ de
11,040,3 para 30,8+0,5, respectivamente. Esses resultados
indicam que, mantendo-se fixa a relaco entre a quantidade
de MM e MF, o aumento de massa de polimero nesses MIPs
tende a aumentar a quantidade de Phe adsorvida de forma
bem significativa, dentro da variagdo de massa estudada.

Comparando-se os MIPs 1 e 3, nota-se que as quantidades
de MM, MF, AR, IR ¢ solvente (Tabela 1) foram aumentadas
em 5 vezes do MIP-1 para o MIP-3, sendo mantido constante
o tempo de reagdo em 6 horas. Ambos apresentaram a mesma
tendéncia quanto a adsorgao de fenilalanina, porém o MIP-1
adsorveu uma quantidade maior de Phe com o aumento de
massa do polimero, exceto para 25mg (7,0£1,9 para o MIP-1 e
11,0+0,3 para o MIP-3). Apesar da relagdo estequiométrica ter
sido mantida constante para todas essas varidveis de sintese,
em termos de estrutura obtida durante a polimerizagao, parece
que foram obtidos mais sitios especificos no MIP-1, para
permitir a interacdo com a Phe. Esse maior nimero de sitios
pode ser devido a reagdo de formagao desses polimeros ser
um processo aleatdrio, permitindo essa diferenga. Ou entdo,
pode ser que o tempo de reacdo para o MIP-3 tenha sido
menor do que o necessario para a formagdo de nimero de
sitios similar ou proximo dos obtidos para o MIP-1. Para
melhor entendimento dessa questao é necessaria a obtencao
de outros MIPs variando-se as condi¢des de sintese, bem
como outros ensaios de adsor¢do de Phe.

Ao comparar os resultados de taxa de adsor¢ao de Phe
obtidos com os MIPs 1 e 3 com o NIP 1 (apresentados nas
Tabelas 3, 5, ¢ 6 e na Figura 10), percebe-se claramente a
influéncia da fenilalanina na formagao de sitios especificos e
sua interagdo com o MF durante o processo de polimerizagdo
dos MIPs. A tnica diferenga entre os MIPs 1 e 3 com o NIP
1 é que esse ultimo foi sintetizado sem a Phe. As quantidades
usadas nas variaveis de sintese (Tabela 1) foram as mesmas,
exceto para o MIP-2 que teve um aumento na massa de Phe
de 1,85 vezes em relagdo ao MIP-1 e para o MIP-3, que
teve todos os valores dessas variaveis multiplicados por 5.
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Os MIPs, apos extracdo da Phe, apresentaram a mesma taxa
de adsorg¢do, aproximadamente, com 25mg de massa de
polimero. Porém, com o aumento dessa massa para 50 e 100mg
a taxa de adsor¢do de Phe aumentou significativamente.
Para o MIP-1, comparado ao seu polimero controle, NIP-1,
o aumento foi de 28% e 44%, respectivamente. Ja o MIP-3
apresentou um acréscimo de 13% e 20%, respectivamente, em
rela¢do ao seu NIP controle, NIP-1. Portanto, ha evidéncias
de que o MF (4cido metacrilico) sintetizado com a MM
(fenilalanina) permite um maior niimero de interagdes
especificas MF-MM no polimero sintetizado com a MM e
apos extragao da mesma desse polimero do que o polimero
sintetizado sem a MM.

Dentre os MIPs sintetizados, o MIP-2 foi o polimero
impresso que menos adsorveu a MM, observando-se taxas
de adsor¢ao abaixo de 2%. Quando comparado com a taxa
de adsorcdo observada para o NIP-1, percebe-se que o
MIP-2 nao foi seletivo para fenilalanina, visto que a taxa
minima de adsor¢do do NIP foi de 7,1+0,5%. Tal fato pode
ser explicado em virtude da variavel molécula molde, no
MIP-2, ter sido aumentada quase o dobro (1,85) em relacdo
ao MIP-1, enquanto que a quantidade de mondmero funcional
ndo foi alterada. Para que se obtenha MIPs com sitios mais
especificos, ¢ necessario que se tenha uma quantidade
suficiente de MF para complexar com todos os possiveis
sitios ativos da MM e, assim, obter sitios especificos.
Ainteragao analito-mondmero é governada por um processo
em equilibrio, quantidades superiores do mondémero em
relagdo ao analito devem ser empregadas com intuito de
deslocar o equilibrio, formando assim maior quantidade de
complexos “analito-mondmero”. Nesse caso, 0 aumento da
MM pode ter desfavorecido a formacao desse complexo,
impedindo ou diminuindo drasticamente a criagao dos sitios
especificos para essa interagao.

A partir desses resultados, pode-se inferir que uma maior
massa de polimero proporciona maior area de contato, e,
portanto, maior adsor¢ao da molécula durante um mesmo
intervalo de tempo.
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4. Conclusao

Os MIPs e NIP foram sintetizados e caracterizados
por FTIR, MEV, TG e DSC. Antes da extracdo da Phe
foi possivel observar, por FTIR, as bandas caracteristicas
de seus grupos quimicos nos MIPs, com destaque para as
bandas de aminoacidos. O processo de extragdo da Phe
dos MIPs foi eficiente, uma vez que os espectros FTIR e
as curvas TG, obtidos para os MIPs apds a extragdo, ndo
indicaram a presenca da Phe. Conforme observado por MEV,
um dos MIPs sintetizado teve sua morfologia superficial
afetada pelo processo de extragdo da Phe, deixando-o com
0 aspecto mais poroso.

Quanto ao estudo de adsor¢do, os MIPs apresentaram
maior capacidade adsortiva pela Phe, obtendo-se taxa
média de adsor¢do de até 56%. Comparando-os ao NIP,
para o qual foi obtida taxa de adsor¢do proxima de 11%,
foi possivel concluir que esse MIP apresentou-se especifico
para a determinagdo da MM Phe, com grande potencial para
aplicagdo como adsorvente em SPE.
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