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RESUMO

ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR VISANDO A SINTESE DE
UM POLIMERO DE IMPRESSAO MOLECULAR PARA A
DETERMINACAO DE FENITROTIONA EM TOMATE

Esse trabalho teve como objetivo principal sintetizar um polimero de
impressao molecular (MIP) para ser empregado em processo de extragcao em fase
sélida (SPE), visando a determinacao de residuos de fenitrotiona (FNT) em tomates.
Os reagentes da sintese foram selecionados a partir de estudos de modelagem
molecular, usando para tanto o programa computacional Gaussian 03. As energias
eletrénicas de ligacdo para a interacdo entre o0 monémero funcional e a FNT, no
vacuo e no solvente, foram calculadas através do método DFT, no nivel B3LYP e
conjunto de base 6-31G(d). Os reagentes de sintese foram: FNT (molde), acido
metacrilico (mondmero funcional), etilenoglicol dimetacrilato (reagente de ligagao
cruzada), AIBN (iniciador radicalar) e tolueno (solvente porogénico). Também foi
sintetizado um polimero nao-impresso (NIP). Por meio de estudos de adsorcao foi
avaliado o meio de melhor reconhecimento molecular. Foram construidas as
isotermas de adsorgédo para cada um dos polimeros impresso e nao impresso e foi
avaliada a seletividade do MIP frente a analogos da FNT. Os polimeros foram
caracterizados por infravermelho com transformada de Fourier, ressonancia
magnética nuclear de '*C, microscopia de varredura eletrénica e porosimetria de
sorcéo de nitrogénio (BET). O MIP foi empregado como fase estacionaria em SPE.
Foi desenvolvido e validado um método para a determinagédo de FNT em tomates,
usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia. A eficiéncia de extragcéo foi de 96%.
A faixa linear foi de 130 a 2000 ng g™, com uma linearidade superior a 0,99. A
precisdo intra-ensaio e inter-ensaio foram inferiores a 7,0% e 8,1%, respectivamente
(niveis de fortificagdo 250, 500 e 1000 ng g™'). A exatid&o foi superior a 89% no nivel
de fortificacdo em torno do limite maximo de residuo de 500 ng g™
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ABSTRACT

STUDIES OF MOLECULAR MODELLING FOR THE SYNTHESIS OF A
MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER FOR THE DETERMINATION
OF FENITROTHION IN TOMATO

This work aimed the synthesis of a molecularly imprinted polymer (MIP) to be
employed in process of solid phase extraction (SPE), for the determination of
residues of fenitrothion (FNT) in tomatoes. The synthesis reagents were selected
from molecular modeling, using the Gaussian 03 software. The electronic binding
energies for the interaction between the functional monomer and the FNT, in vacuum
and in solvent, were calculated by the DFT method in B3LYP level and 6-31G(d)
basis set. The reagents of the synthesis were: FNT (template), methacrylic acid
(functional monomer), ethyleneglycol dimethacrylate (cross-linker), AIBN (initiator)
and toluene (porogenic solvent). Also, was synthesized a non-imprinted polymer.
Through batch rebinding studies were evaluated the medium of the best molecular
recognition. The adsorption isotherms for each imprinted and non-imprinted polymer
were constructed and the selectivity of the MIP in relation to FNT analogues
evaluated. The polymers were characterized by Fourier transform infrared, '*C
nuclear magnetic resonance, scanning electron microscopy and nitrogen sorption
porosimetry (BET). The MIP was employed as stationary phase in SPE. A method for
the determination of FNT in tomatoes was developed and validated, using high
performance liquid chromatography. The extraction efficiency was 96%. The linear
range was 130 to 2000 ng g, with a linearity greater than 0.99. The intra-day and
inter-day precision were lower than 7.0% and 8.1%, respectively (fortification levels
250, 500 e 1000 ng g''). The accuracy was higher than 89% for a concentration level

around the maximum residue limit of 500 ng g™
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1.1 PoLIiMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR

Os polimeros de impressao molecular (Molecularly Imprinted Polymers, MIP)
sao materiais poliméricos rigidos que apresentam propriedades de reconhecimento
molecular elevadas para uma molécula alvo, denominada molde. Os MIP sé&o
dotados de sitios especificos de ligagao e apresentam tamanhos, formatos e grupos
funcionais complementares ao molde (ANDERSSON, 2000; TARLEY et al., 2005;
TAMAYO et al., 2005; TOTH et al., 2007; XU et al., 2010). Esses sitios especificos
de ligagao sao atribuidos as interagdes entre o molde e os grupos funcionais na rede
polimérica, atuando de forma semelhante ao sistema antigeno-anticorpo (PUOCI et
al., 2008; JIANG et al., 2009; YANG et al., 2008; KIRK et al., 2009; BRAVO et al.,
2009; TARLEY et al., 2005. O processo geral de sintese de um MIP, bem como seu

mecanismo de atuagdo sao mostrados na Figura I.1.

Monémeros Funcionais
Matriz

. Polimérica
L k L Complexagédo k £ /\ Polimerizacéao

Molde
/ Extracdo

= Reconhecimento
\m Molecular

K /] Sitio Seletivo
o 4

Figura I.1. Esquema representativo do processo de sintese de MIP (Adaptado de
MAHONY et al., 2005).



CAPITULO | INTRODUCAO

A sintese do MIP envolve primeiramente a complexacdo em solugdo de um
molde com mondmeros funcionais (MF), através de interacdes covalentes ou néo-
covalentes, seguidos pela polimerizacdo desses monémeros ao redor do molde na
presenca de um reagente de ligacao cruzada (RLC), de um iniciador radicalar e de
um solvente apropriado (PICHON & CHAPUIS-HUGON, 2008; AVILA et al., 2008;
JING et al., 2009). Depois da polimerizacado, o molde € extraido da rede polimérica
por meio da clivagem das ligacdes entre o0 molde e o polimero (utilizando um
solvente adequado), deixando a impressao do molde na estrutura polimérica (PUOCI
et al., 2008; TARLEY et al., 2005).

Em todos os processos de impressdo molecular, inicialmente é feita a avaliacao
da estrutura da molécula que, de modo geral, € o analito de interesse. Com base
nesta avaliacdo, & direcionada a escolha do MF, visando a formacdo de um
complexo estavel molde-MF. No entanto, para uma variedade de reag¢des, nem todos
os moléculas moldes sdo diretamente favoraveis ao modelamento. Em termos de
compatibilidade com a polimerizagdo, os moldes devem preferencialmente ser
quimicamente inertes sob as condi¢cdes de polimerizacdo. Assim, se a molécula
molde apresentar reacdes radicalares ou reagdes instaveis sob as condigdes da
polimerizacdo, estratégias de impressao alternativas devem ser pesquisadas. No
momento da escolha da molécula que servira de molde no preparo do polimero de
impressdo, deve-se verificar: (1) se o molde possui algum grupo funcional
polimerizavel; (2) se o0 molde possui grupos funcionais que podem inibir ou retardar
potencialmente a reacao de polimerizagao e (3) se 0 molde é estavel a temperaturas
moderadamente elevadas (por exemplo, em torno de 60 °C, para o caso de utilizar a
2,2’-azo-bis-iso-butironitrila  (AIBN) como iniciador quimico) ou a irradiagdo UV
(CORMACK & ELORZA, 2004).

Os MF séao responsaveis pelas intera¢cdes das ligacées quimicas nos sitios
impressos e, para processos baseados nas interacbes nao-covalentes, sao
normalmente usados em excesso em relacdo a quantidade de molde para favorecer
a formag&o do complexo entre o molde e o MF. Uma relagéo de 1:4 de molde e MF
sdo comuns para interagdes nado-covalentes. E importante que seja possivel

combinar os grupos funcionais do molde com os grupos funcionais do monémero em

4



CAPITULO | INTRODUCAQO

uma forma complementar, a fim de favorecer a formacdo do complexo, como
também a impressao resultante (CORMACK & ELORZA, 2004). Assim sendo,
moléculas-molde que possuem grupos funcionais basicos, interagem mais facilmente
com monOémeros que contenham grupos acidos, e vice-versa (TARLEY et al., 2005).
A escolha cuidadosa do monémero funcional € de suma importancia para fornecer

interac6es complementares com o molde e substratos (SPIVAK, 2005).

Existem varios MF com estruturas quimicas e polaridades diversas disponiveis
comercialmente e muitos outros podem ser sintetizados. A Figura 1.2 apresenta as

estruturas quimicas de uma selegcéo de MF.

Acido
HLC OH O OH °
O A
/ / Ho
(0]
1 2 3 4 5
Basico
? NH2
Do
= . | S
10
6 7 8 9
Neutro

H
NH HE MM He o /M0

23a N a S sl

1 12 13 14

Figura 1.2. Selecdo de monémeros funcionais usados em intera¢cdes nao-covalentes.
Acidos: 1) &cido meta-acrilico (MAA), 2) acido p-vinilbenzéico (ApVB), 3) &cido
acrilico, 4) acido itacbnico, 5) acido 2-(trifluorometil)-acrilico. Basicos: 6) 4-
vinilpiridina, 7) 2-vinilpiridina, 8) 4-(5)-vinilimidazol, 9) 1-vinilimidazol, 10) alilamina.
Neutros: 11) acrilamida, 12) metacrilamida, 13) 2-hidroxietil metacrilato, 14) acido T-
3-(3-piridila)-acrilico (Adaptado de CORMACK & ELORZA, 2004).
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Basicamente, duas principais estratégias para impressdao molecular séo
estabelecidas, tendo como base se 0 molde esta associado com os MF através de
interacdes covalentes ou interagdes nao-covalentes. As vezes, uma impressao

molecular baseada em interacées semi-covalentes também pode ser utilizada.

Os procedimentos de sintese baseados nas interacbes nédo-covalentes sao
amplamente utilizados, porque sao relativamente simples em termos experimentais e
a etapa de complexacao durante a sintese € alcancada misturando o molde com o
MF em um solvente porogénico adequado. Depois da sintese, 0 molde € removido
da matriz polimérica através de simples procedimentos de lavagem com um solvente
ou mistura de solventes. A etapa de re-ligacdo do molde pelo MIP é realizada por
interacdes nao-covalentes (ligacbes de hidrogénio, dipolo-dipolo, eletrostatica,
hidrofébica ou de transferéncia de carga entre o molde e o mondémero funcional)
(CARO et al., 2006). Todas essas caracteristicas oferecem varias vantagens sobre
0os procedimentos baseados nas interacbes covalentes, em que a formacdo de
ligacoes covalentes entre o molde e o MF € necessaria antes da polimerizagao. Além
disso, para extrair o molde da matriz polimérica apds a sintese via interacao
covalente, é necessario romper essas ligacoes, que sao reversiveis e labeis. Para
este fim, o polimero é entdo refluxado em uma extragdo com Soxhlet ou tratado com
reagentes em solucdo. A interagdo semi-covalente € um hibrido das duas interagdes
anteriores. Assim, sdo estabelecidas ligacdes covalentes entre 0 molde e o MF antes
da polimerizagdo, enquanto que, uma vez que o molde foi removido da matriz
polimérica, a subsequente re-ligagdo do analito pelo MIP ocorre por interagées nao-
covalentes (CARO et al., 2006).

Dos dois tipos de estratégias apresentadas, as interagdes nao-covalentes tem
sido mais amplamente utilizadas (DINEIRO et al., 2006; LIU et al., 2007; ZHANG et
al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009), por trés razées (SELLERGREN & ALLENDER,
2005; TAMAYO et al., 2007; SPIVAK, 2005; YAN et al., 2006):

o A interacdo nao-covalente € mais facil porque nao exige etapas sintéticas em
direcdo ao complexo pré-polimérico; interagbes entre monémeros funcionais e molde

séo facilmente obtidas quando todos os componentes estao misturados em solugéo.
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o A remocao do molde é geralmente muito mais facil; usualmente realizado por
extracdo continua.
o Uma maior variedade de funcionalidades pode ser introduzida dentro dos

sitios de ligacao do MIP usando métodos nao-covalentes.

Dessa forma, os polimeros sintetizados através de interagdes ndo-covalentes,
que também sao utilizadas no processo de reconhecimento molecular, sdo 0os mais
encontrados na literatura, correspondendo a cerca de 90 % dos trabalhos publicados
(YAN & RAMSTROM, 2005). Finalmente, comparada com os métodos covalentes, o
nao-covalente utiliza interagcbes que sdo similares aqueles vistos em processos
naturais, o que faz com que este método tenha maior aplicabilidade (YAN &
RAMSTROM, 2005; QIAO et al. 2006).

Em um polimero impresso, o RLC cumpre trés fungbes majoritarias.
Primeiramente, € importante no controle da morfologia da matriz polimérica, a qual
pode ser do tipo gel, p6 macroporoso ou microporoso. Em segundo lugar, serve para
estabilizar o sitio de ligacdo impresso e, finalmente, ele fornece a estabilidade
mecanica a matriz do polimero. Muito foi descrito sobre o efeito do RLC sobre o
comportamento de reconhecimento molecular de polimeros impressos, mas do ponto
de vista da polimerizagéo, proporcoes elevadas de RLC sdo geralmente preferidas
visando a formacdo de materiais porosos (macroporosos), € a capacidade de gerar
materiais com estabilidade mecénica adequada (CORMACK & ELORZA, 2004).
Polimeros com razbes de RLC em excesso de 80% sé&o freqientemente normais
(CORMACK & ELORZA, 2004; SPIVAK, 2005).

Um vasto numero de RLC compativeis com impressdo molecular sao
conhecidos, muito dos quais estdo comercialmente disponiveis. As estruturas
quimicas de alguns RLC sao apresentadas na Figura 1.3.
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Figura 1.3. Reagentes de ligacao cruzada usados para impressdao molecular: 1) p-
divinilbenzeno, 2) 1,3-diisopropenilbenzeno, 3) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA),
4) tetrametileno dimetacrilato, 5) N,O-bisacriloila-L-fenilalaninol, 6) 2,6-
bisacriloilamidopiridina, 7) 1,4-fenileno diacrilamida (Adaptado de CORMACK &
ELORZA, 2004).

A polimerizagdo por radical livre é atualmente o método sintético mais
importante usado para promover a conversdo dos monémeros em polimero e é
amplamente explorado na industria para a produgéo, em larga escala, de um numero
elevado de plasticos comercialmente importantes. Um grande numero de
mondmeros vinilicos pode ser polimerizado de forma muito eficaz, com excelentes
rendimentos, pelo método de polimerizacao por radical livre. A polimerizagdo por
radical livre pode ser realizada sob condigbes amenas de reagao (por exemplo,
temperatura ambiente e pressao atmosférica), em bulk ou em suspensao, onde os
grupos funcionais dos MF mantém-se preservados e, também, o processo ndo é
afetado pela presenca de possiveis impurezas no meio reacional. Sdo por estas
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razdes, bem como pelo fato de que muitos monémeros vinilicos estdo disponiveis
comercialmente a baixo custo, que a polimerizacao por radical livre € geralmente o
método de escolha para o preparo de MIP (CORMACK & ELORZA, 2004).

A sintese do polimero deve ocorrer na presenca de iniciadores radicalares, o0s
quais sofrem quebra homolitica em sua estrutura, por radiacdo UV ou aquecimento,
para gerar radicais que iniciam o mecanismo da reagcdo de polimerizagdo. Dessa
forma, o mecanismo de polimerizacdo por radical livre € caracterizado por trés
estagios distintos: (1) iniciacdo, (2) propagacdao e (3) terminacdo. Em uma
polimerizacao tipica por radical livre, a taxa de propagacao (crescimento da cadeia) é
geralmente muito mais rapida do que a taxa de iniciagdo. A fonte de radicais livres
(iniciador) é normalmente ativo durante todo o processo de polimerizacdo. Muitos
iniciadores quimicos com propriedades quimicas diferentes podem ser usados como
fontes de radicais em uma polimerizagdo por radical livre. Normalmente esses sao
usados em baixas proporcdées quando comparados aos mondmeros. A taxa e o
modo de decomposicdo de um iniciador para seus respectivos radicais podem ser
controlados, entre outros, por: temperatura, luz e processos quimicos/eletroquimicos.
Por exemplo, o iniciador AIBN pode ser convertido em radicais por fotodecomposicao
(UV) ou termodecomposicao. A escolha do iniciador deve ser feita baseada nas
propriedades fisico-quimicas da molécula molde. Se a molécula molde for
fotoquimicamente ou termoquimicamente instavel, iniciadores que podem reagir
fotoquimicamente e termoquimicamente, respectivamente, ndo devem ser
selecionados. Nos processos que a complexagdo € conduzida por ligacées de
hidrogénio, a polimerizacdo deve ser feita a baixas temperaturas. Neste caso,
iniciadores ativos fotoquimicamente sao preferidos, pois sdo eficientes mesmo a
baixas temperaturas (CORMACK & ELORZA, 2004; TARLEY et al., 2005). As
estruturas quimicas de alguns iniciadores de polimerizacdo sdo mostradas na Figura

1.4.
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Figura 1.4. Estruturas quimicas de alguns iniciadores radicalares. 1) 2,2’-azo-bis-iso-
butironitrila  (AIBN), 2) azobisdimetilvaleronitrila, 3) dimetilacetil benzila, 4)
benzoilperoxido, 5) 4,4-azo-(acido 4-cianovalérico) (Adaptado de CORMACK &
ELORZA, 2004).

Varios estudos tém mostrado que a polimerizagdo dos MIP a baixas
temperaturas forma polimeros com maior seletividade em relacdo a polimeros
sintetizados a altas temperaturas. Para polimerizar em temperaturas mais baixas é
necessario empregar a polimerizacdo por processo fotoquimico (SPIVAK, 2005).
Mosbach et al. (1991) apresentaram um estudo sobre a enantiosseletividade de
polimeros impressos usando como molécula molde a L-fenilalanina anilida. Um
polimero foi obtido a 60 °C (KEMPE & MOSBACH, 1991) e outro foi sintetizado por
processo fotoquimico a 0 °C (O’'SHANNESSY et al, 1989). O ultimo processo

resultou em um polimero de maior seletividade.

O solvente tem como principal fungdo solubilizar todos os reagentes do

processo de sintese do polimero impresso, isto é, a molécula molde, o monémero
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funcional, o RLC e o iniciador. No entanto, cabe destacar que ele ndo deve interferir
na interacdo molde-mondémero funcional (CORMACK & ELORZA, 2004; TARLEY et
al., 2005). Além desta funcdo, o solvente também € responsavel pela criacao dos
poros nos polimeros macroporosos. Por este motivo é completamente comum referir-
se ao solvente como “porogénico”. Quando polimeros macroporosos estdo sendo
preparados, a natureza e o nivel do porogénico podem controlar a morfologia e o
volume total do poro (CORMACK & ELORZA, 2004; TARLEY et al., 2005; SPIVAK,
2005). As propriedades morfoldégicas de porosidade e de superficie sao
determinadas, dessa forma, pelo tipo de solvente porogénico, utlizado na
polimerizacdo. A porosidade resulta da separacdao de fases do porogénio e do
crescimento do polimero durante a polimerizacao. Porogénios com baixa solubilidade
de fase separam precocemente e tendem a formar poros maiores e materiais com
areas de menor superficie. Inversamente, porogénios com maior solubilidade de fase
separam tardiamente na polimerizagdo originando materiais com menor distribuicao
de tamanho dos poros e maior area de superficie (SPIVAK, 2005). Quando é
utiizado um solvente termodinamicamente favoravel, a tendéncia é produzir
polimeros com estrutura de poro bem desenvolvida e com alta area superficial
especifica; ao contrario, utilizando um solvente desfavoravel termodinamicamente,
um polimero pouco poroso e com pequena area superficial especifica é obtido, os
quais apresentam baixa capacidade de reconhecimento molecular, devido
basicamente a lenta difusdo dos analitos em direcdo aos sitios seletivos localizados
nos microporos. Conclui-se, portanto, que aumentando o volume de solvente
(porogénico), aumenta-se o volume dos poros (CORMACK & ELORZA, 2004;
TARLEY et al., 2005).

Além de seu duplo papel, como solvente e como um agente de formacao de
poros, na polimerizagcao impressa ndo-covalente, o solvente deve ser escolhido com
critério, para que ele possa maximizar a probabilidade da formagcdo do complexo
molde-MF. Normalmente, isto implica que solventes apolares e ndo-préticos, como
por exemplo, tolueno e cloroférmio, sdo preferidos como solventes para estabilizar as
interacées ocorridas por meio de forgas eletrostaticas e por ligagcdo hidrogénio
(TARLEY et al., 2005; CORMACK & ELORZA, 2004).

11
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Nesse sentido, para que os MIP apresentem caracteristicas desejaveis no
tocante a seletividade, é fundamental que haja um estudo apurado do tipo e/ou
diferentes composicbes de solventes durante a sintese. As consideracdes
mencionadas acerca do uso dos solventes no meio reacional apontam que aqueles
com caracteristicas apolares e com baixa constante dielétrica sdo os mais indicados
para a sintese. Entretanto, cabe ressaltar que, como regra geral, apds o preparo do
polimero e a extragdo do analito da cavidade seletiva, o MIP resultante tera elevada
afinidade pelo analito quando o mesmo estiver em um meio similar aquele
empregado na sintese. Desse modo, o reconhecimento molecular de um MIP ocorre
preferencialmente no mesmo meio reacional no qual foi sintetizado (TARLEY et al.,

2005).

A seletividade do MIP é também influenciada pelo tamanho do molde.
Normalmente, uma molécula que possui grupos estéricos distantes da funcao
organica do analito que se liga ao monémero produz polimeros pouco seletivos
(TARLEY et al., 2005). Isto foi verificado no trabalho de Martin-Esteban et al. (2001),
que avaliaram o reconhecimento de varios agrotdxicos utilizando dois MIP
sintetizados com isoproturon ou fenuron. De acordo com os resultados obtidos, o
polimero impresso com isoproturon reteve em sua cavidade, além do molde, outros
agrotéxicos contendo o grupo isopropil ligado ao anel aromatico. Por outro lado, o
MIP sintetizado com o fenuron foi capaz de reconhecer seletivamente apenas o

fenuron na presenga de outros compostos analogos.

Os primeiros relatos de impressao datam do inicio da década de 30, quando o
quimico soviético Polyakov (1931) preparou uma série de géis de silica e observou
que, quando preparadas na presenca de um aditivo de solvente, a silica resultante
demonstrou capacidade de ligacdo preferencial para esse solvente. Em 1972, um
grande avango foi alcangado quando o grupo de Guenter Wulff relatou éxito no
preparo de um polimero organico molecularmente impresso. Wulff usou o que hoje é
chamado de ‘interagdo covalente” para preparar um polimero organico
molecularmente impresso capaz de discriminar entre os enantibmeros do acido
glicérico (WULFF & SARHAN, 1972). Posteriormente, por todos os anos das

décadas de 70 e 80, o grupo de Wullf publicou varios artigos usando esse tipo de
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interacdo. Um outro grande avanco no que diz respeito aos polimeros organicos
impressos ocorreu em 1981, quando Mosbach e Arshady reportaram a obtencao de
um MIP organico usando interagcdes nao-covalentes (ARSHADY & MOSBACH,
1981). Foi esse tipo de interagdo, baseado em uma metodologia simples e
aparentemente ftrivial, que permitiu a expansado da impressdo molecular durante os
anos 90. Até os dias de hoje, as interacdes covalentes versus nao-covalentes
continuam em debate. No entanto, é geralmente aceito que ha prés e contras em
ambos o0s processos. Em 1995, Whitcombe et al. relataram uma interacéao
intermediaria que surgiria para combinar as vantagens das duas interagdes. Esta
abordagem baseia-se na interacdo covalente durante a fase de polimerizacao
associada a interag6es ndo-covalentes durante a fase de re-ligagdo (SELLERGREN
& ALLENDER, 2005; AVILA et al., 2008).

As vantagens dos MIP em relacdo aos materiais biol6gicos (enzimas e
anticorpos) incluem a facilidade de sintese, o baixo custo dos reagentes, a
estabilidade por longos periodos de tempo, a resisténcia a condi¢des drasticas, tal
como altas concentragcdes de solventes organicos, elevadas temperaturas e
pressdes e a capacidade de reutilizacdo do material apds a limpeza do mesmo
(ALIZADEH et al., 2010; JIANG et al., 2009; YANG et al., 2008; TARLEY et al., 2005;
AVILA et al., 2008). Os MIP tém sido aplicados para separagdo de isdmeros e
enantioméros (WU et al.,, 2009; YIN et al, 2005), como sensores bioquimicos
(HENRY et al.,, 2008; PRASAD et al., 2009), na tecnologia de separacdo de
membranas (WANG et al., 2008) e para analise de drogas (SUN et al., 2008). A
extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) € a area de aplicacdo mais
explorada dos MIP. Segundo Jing et al. (2009), o método mais comum de preparo
dos MIP é a polimerizagdo em bulk onde, apds a reacdo, o polimero obtido é
triturado, resultando em pequenas particulas com impressao molecular, usualmente,
na escala de micrometros. Além da polimerizacdo em bulk, temos o preparo dos MIP
por polimerizacdo em suspensédo (JANTARAT et al., 2008), por expansao em multi-
etapas (HAGINAKA et al., 2007), por precipitacao (PUOCI et al., 2009), em suporte
(LI et al., 2009), eletroquimica in situ (COBOS-MURCIA et al., 2005) e por sol-gel
(FARRINGTON & REGAN, 2009; PICHON & CHAPUIS-HUGON, 2008).
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O preparo de amostras é indispensavel para a determinacdo de analitos em
matrizes complexas (HAGINAKA, 2005). Para tanto, a SPE tem sido amplamente
utilizada, pois permite a separagao e concentracdao dos analitos alvo, assim como a
remocao de interferentes das amostras. Tem sido amplamente aplicada na analise
de produtos farmacéutico (PUOCI et al., 2009), clinico (BRAVO et al.,, 2009;
JAVANBAKHT et al., 2009), ambiental (CACHO et al., 2009) e alimentos (YANG et
al., 2009; HAGINAKA, 2005). XU et al. (2010) sintetizaram um polimero de
impressdao molecular seletivo para ser utilizado como fase estacionaria em
procedimento de SPE para a determinacao de residuos do agrotéxico diclorvos em
amostras de pepino e alface por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado
ao detector de arranjo de diodos (High Performance Liquid Chromatography coupled
Photodiode Array Detection, HPLC-DAD).

Uma das principais desvantagens dos sorventes cléssicos aplicados em SPE
(Cs, C1g € outros) é a falta de seletividade. Neste sentido, os novos sorventes, tal
como os MIP e materiais imunossorventes, sado alternativas promissoras em

procedimentos de SPE.

A extragcdo em fase solida molecularmente impressa (Molecularly Imprinted
Solid-Phase Extraction, MISPE) apresenta a seletividade e sensibilidade adequadas
de um mecanismo de reconhecimento molecular e o poder de resolugao elevado dos
métodos de separagao (YANG et al., 2009).

Um procedimento de MISPE funciona tal qual um procedimento de extragcéo
em fase solida convencional, consistindo basicamente em quatro etapas:
condicionamento do sorvente, percolagdo da amostra no material sorvente, lavagem
e eluicdo dos analitos (TARLEY et al., 2005).
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.2 MODELAGEM MOLECULAR

1.2.1 A QuimIcA QUANTICA E 0S METODOS DE CALCULOS QUANTICOS

O objetivo central da quimica quéantica é a obtencao de solucées da equacao
de Schrédinger para a determinacao precisa de propriedades de sistemas atémicos e
moleculares. Neste trabalho o enfoque é na obtencdo de solucbes para estados
estacionarios, e como a solugédo exata em geral ndo é factivel, torna-se necessaria a
utilizacao de modelos aproximados. Dentre os diversos métodos usados hoje em dia,
o mais popular é o método de Hartree-Fock (HF) que, além de fornecer uma boa
solucdo aproximada para o problema de muitos elétrons, tem a vantagem de servir
como um ponto de partida para outros métodos (MORGON & COUTINHO, 2007).

A necessidade de representar a estrutura da matéria no nivel molecular levou
ao desenvolvimento de uma nova area dentro da fisica e da quimica, conhecida

como modelagem molecular (BRITO, 2008).

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigacao das estruturas e
das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizagao grafica, visando fornecer uma representacao tridimensional, sob um
dado conjunto de circunstancias (CARVALHO et al., 2003).

A modelagem compreende um numero de ferramentas e métodos
computacionais e tedricos que tem como objetivo entender e prever o
comportamento de sistemas reais. E usada para descrever e prever estruturas
moleculares, propriedades do estado de transicdo e equilibrio de reacdes,
propriedades termodinamicas, entre outras. Os meétodos abrangem estudos de
minimizacdo de energia de moléculas, analise conformacional, simulagdes de
dindmica molecular, entre outros e s&o aplicaveis desde atomos isolados a
biomacromoléculas (BRITO, 2008).

Um trabalho de modelagem envolve basicamente trés estagios:
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. Selecionar um modelo que descreva com determinada precisdo interacdes

inter e intramoleculares de um sistema;
o Realizar os calculos;

. Analisar os resultados, validando ou rejeitando o modelo previamente
escolhido (BRITO, 2008).

A priori s&o suportados por trés variaveis a serem analisadas:
. O tamanho do sistema a ser estudado (em termos de numero de atomos);

. A precisao requerida dos resultados (varia de acordo com o método escolhido
para calcular determinada propriedade);

. O custo computacional e as condi¢cdes de hardware utilizadas para realizar

tais calculos.

Além de fornecer dados estruturais, os calculos tedricos sdo usados também
com interesse quimico e farmacoldgico, como para avaliar calores de formagao de
moléculas, distancias interatbmicas, energias eletrobnicas de HOMO e LUMO,
energias de ionizacao, densidades eletrbnicas atdbmicas, cargas atdémicas liquidas,
ordens de ligagcao, momentos dipolo, entre outros (BRITO, 2008).

O grande desenvolvimento da modelagem molecular foi decorrente, em
grande parte, ao avango dos recursos computacionais em termos de hardware e
software. No passado, a utilizacdo da modelagem era restrita a um seleto grupo de
pessoas que desenvolviam seus préoprios programas. Atualmente ndo € mais
necessario a um modelista compor seu proprio programa em virtude deles serem
comercializados através de grandes companhias e até mesmo de laboratérios
académicos (BRITO, 2008).

Existem muitas opgdes quanto ao método de calculo a ser utilizado em uma
determinada abordagem da modelagem molecular, e todas elas derivam de quatro
principios (SCOTTI et al., 2007):

. Mecéanica Molecular;

. Semi-Empirico;
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. Ab initio;
. Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory, DFT).

Esse métodos diferem quanto a natureza do campo de forca, ou seja, no
conjunto de funcdes de energia e parametros numéricos associados (SCOTTI et al.,
2007; FORESMAN & FRISCH, 1993):

Mecanica Molecular: Sao métodos empiricos baseados em valores
experimentais e estdo incluidos em programas computacionais tais como MMB3,
HyperChem, Quanta, Spartan e SYBYL, incluindo os campos de forca MMFF e
CHARMM. Esses métodos séo utilizados para moléculas com até 100.000 atomos.

De todos os diferentes meétodos, é o que demanda menos tempo computacional.

Semi-empiricos: Estes métodos também sao derivados da mecanica-
quantica, mas ndo sao totalmente tedricos. Estao incluidos em diversos pacotes
computacionais de modelagem molecular, como Gaussian, Spartan e MOPAC, e
incluem os Hamiltonianos AM1(Austin Model 1), PM3 (Parametric Method 3), entre
outros. Sao utilizados para moléculas com ndo mais do que 1000 atomos e séo
imprecisos para determinados tipos de abordagens, como andlises conformacionais.
Um dos maiores problemas em que os métodos semi-empiricos falham é na
reproducdo de geometrias e energias de estruturas que apresentam ligacoes
hidrogénio.

Ab Initio: Estes métodos sdo derivados da mecéanica-quantica e estao
incluidos em diversos pacotes computacionais de modelagem molecular, como
Gaussian e Gamess, e incluem os conjuntos de bases STO-3G, 6-31+G*, 6-
311++G**, entre outras. Esse método é puramente tedrico, sendo utilizado
principalmente para moléculas com no maximo 100 atomos. A sua desvantagem é o

custo computacional (tempo longo para obtengéao dos dados).

DFT: Sao métodos quanticos utilizados para investigar a estrutura eletrénica
de varios tipos de conjuntos de sistemas, aonde se leva em consideracao os efeitos
de correlacao eletrénica em seu modelo. Estéo incluidos em pacotes de modelagem
molecular, como Gaussian e HyperChem.
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E importante ressaltar que todos os métodos possuem limitagdes e que cada
um trabalha de forma distinta. Nao existe um Unico método que possa ser aplicado a

todas as situagdes. Cada um tem sua aplicagéao dentro da modelagem molecular.

.2.2 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

De acordo com Morgon e Coutinho (2007), a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) tornou-se, nas ultimas décadas, um importante método para o
estudo de estrutura eletrbnica de sdélidos e moléculas. Problemas que,
tradicionalmente, eram tratados por métodos ab initio Hartree-Fock e p6és Hartree-
Fock s&o, agora, tratados utilizando-se a DFT, o que possibilita, em alguns casos,
melhores acordos com os dados experimentais disponiveis. Parte desse atrativo da
DFT esta no fato de que sistemas, de tamanho moderado a grande (Ngomos = 20),
podem ser estudados, com uma precisdo quimica aceitavel, a um custo
computacional que, algumas vezes, corresponde a uma fracdo daquele obtido
utilizando métodos correlacionados tradicionais, como teoria de perturbacao e
coupled cluster. O desenvolvimento de funcionais de troca-correlagdo mais precisos
e de algoritmos eficientes de integracdo numérica tem impulsionado o
desenvolvimento desse método. A implementagdo eficiente de DFT em varios
pacotes de célculos e estrutura eletrGnica, principalmente os nao comerciais —
GAMESS, NWCHEM e outros, contribuiu, de forma significativa, para a
popularizagdo e expansdo do uso da DFT no estudo de problemas de interesse

quimico.

O desenvolvimento da metodologia computacional para fazer célculos DFT
leva, invariavelmente, as equagées matematicas semelhantes as equagdes Hartree-
Fock. Porém, apesar da semelhancga, os resultados de calculos DFT devem ser
interpretados a luz da DFT. Diferentemente de outros métodos, como métodos semi-
empiricos, que tentam, tanto quanto possivel, se aproximar do método HF, a DFT
relaciona-se com a solucdo exata do problema de muitos elétrons (MORGON &
COUTINHO, 2007).
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A DFT, implementada na grande maioria dos pacotes computacionais, tem
sido utilizada como uma ferramenta alternativa dos quimicos teéricos para calcular
propriedades moleculares. Suas extensées — como DFT dependente do tempo
(TDDFT) e propriedades magnéticas (deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamentos spin-spin, ressonancia paramagnética de elétrons) — tém sido
desenvolvidas e utilizadas com relativo sucesso. No entanto, alguns autores, ainda
no inicio do desenvolvimento da DFT, comprovaram que a densidade eletrénica, é
uma quantidade fundamental e que, a partir de um formalismo DFT, é possivel
fornecer definicbes precisas de conceitos quimicos que sao usados, rotineiramente,
ha anos. Conceitos como os de eletronegatividade, potencial quimico, dureza,
maciez, dureza local, principio da equalizacdo da eletronegatividade, principio
“acidos e bases duros e macios” sado alguns dos que sao definidos e estabelecidos
formalmente, o que permite, entdo, seu célculo. Essa area da DFT, conhecida como
DFT conceitual, tem atraido a atencdo cada vez de mais pesquisadores. Esse
esforco tem permitido desenvolver técnicas computacionais para realizacdo do
calculo dessas propriedades, caracterizando, assim, a DFT como uma ferramenta
capaz de estabelecer a ligacao entre os resultados do calculo quéantico de sistemas
quimicos e as propriedades e conceitos quimicos, facilmente digeriveis pelos
quimicos experimentais, em seus laboratérios (MORGON & COUTINHO, 2007).

Um conjunto de base é uma representagcdo matematica de orbitais
moleculares de uma molécula. Esse conjunto de base pode ser interpretado como
restringindo cada elétron a uma regido particular do espago. Os calculos de
otimizagdo de geometria e freqléncias vibracionais sao realizados, na maioria das
vezes, empregando-se o0 conjunto de base 6-31G(d), que indica que essa base opera
com funcbes d adicionados aos atomos pesados. Este conjunto de base € muito
comum para calculos envolvendo também sistemas de tamanho médios
(FORESMAN & FRISCH, 1993). O B3LYP € um método hibrido que combina cinco
funcionais: Becke + Slater + HF + LYP + VWN5 (MORGON & COUTINHO, 2007).
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1.2.3 MODELOS DE SOLVENTE

O meio aquoso pode mudar drasticamente as propriedades das moléculas.
Propriedades eletrénicas importantes como, por exemplo, a hiperpolarizabilidade de
dipolo, que € uma quantidade chave para dispositivos 6pticos e para a foténica, pode
variar de mais de uma ordem de grandeza apenas com a mudanca do meio solvente.
O solvente também influencia bastante as rea¢des quimicas. Atuando na barreira de
ativacdo, ele pode acelerar a reagao por um fator de até 10'°. A estabilidade relativa
entre reagentes e produtos (constante de equilibrio) pode ser bastante afetada, bem
como a estrutura do estado de transicao (MORGON & COUTINHO, 2007).

Varias maneiras diferentes de tratar o solvente foram desenvolvidas até hoje.
A maioria dos diferentes métodos pode ser agrupada em dois tipos: (1) métodos
baseados na descri¢cao continua do solvente, ou simplesmente modelos continuos; e
(2) métodos baseados na descricao atomistica do solvente, ou modelos discretos. O
presente trabalho é focado no primeiro caso (métodos continuos) (MORGON &
COUTINHO, 2007).

Nos modelos continuos, o solvente € tratado como um material dielétrico,
caracterizado por parametros macroscopicos, principalmente a constante dielétrica
(€). Todos esses modelos sdo baseados na equagao de Poisson, que relaciona a
distribuicéo de carga (p), o potencial eletrostatico (o) em fungéo do raio de hidratacédo

(r) e a constante dielétrica (€) (Equacdo I.1), onde V2 é o operador Laplaciano

(MORGON & COUTINHO, 2007):

VZ m(r) — _41'[p(1‘)

(Equagao 1.1)

Nesses modelos, o soluto é colocado em uma cavidade (€=1) circundada por

um dielétrico de constante €. Portanto, ha duas regides distintas para as quais a
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equacao de Poisson deve ser resolvida, e as condi¢cdes de contorno usuais na
superficie da cavidade devem ser satisfeitas (MORGON & COUTINHO, 2007).

Onsager, em seu trabalho seminal (que é também o sexto mais citado do
Journal of the American Chemical Society), introduziu a idéia de campo de reagéo.
Um dielétrico com cavidade esférica de raio a, na qual se encontra uma molécula
cuja distribuicdo de cargas é representada pelo momento de dipolo (u), € polarizado
pelo campo elétrico desse dipolo. A distribuicdo de cargas no dielétrico resultante
dessa polarizacdo da origem ao campo de reacao mostra na Equacao 1.2 (MORGON
& COUTINHO, 2007):

R_Z(s—l) 1]

=2e+r1 23 (Equacado1.2)

Esse campo é sempre paralelo ao momento de dipolo e, portanto, atuara no
soluto aumentando a assimetria na sua distribuicdo de cargas. Se a molécula for
apolar, entdo ndo ha campo de reacao e o campo elétrico sentido pelo soluto deve
ser bastante reduzido. Contudo, a Equacao 1.2 € uma aproximagao que considera
apenas o primeiro momento da distribuicdo de cargas (MORGON & COUTINHO,
2007).

O ponto forte dos modelos continuos € que eles permitem um tratamento
puramente quantico da interagdo soluto-solvente, pois tratam do solvente sem
aumentar o numero de elétrons explicitos. Outro ponto favoravel aos modelos
continuos € que a perturbacao provocada pelo solvente, a longas distancias, pode
ser bem representada por uma distribuicdo continua de cargas (MORGON &
COUTINHO, 2007).

A forma da cavidade é um problema que acomete os modelos continuos ja
que poucas moléculas tém uma forma que possa ser considerada esférica ou
elipsoidal. Esse problema pode ser resolvido fazendo com que a capacidade seja
formada pela unido de esferas centradas nos atomos do soluto. Dessa forma, a

cavidade tem necessariamente o formato do analito. Entretanto, o tamanho dessas
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esferas deve ser ainda sujeito a algum tipo de ajuste. Uma escolha natural seria
utilzar os raios de Van der Waals de cada atomo. Mas na pratica os raios 6timos a
serem utilizados diferem de um método para outro (MORGON & COUTINHO, 2007).

O método mais popular dentre aqueles que utilizam esse tipo de cavidade é
sem duvida o Modelo Continuo Polarizavel (Polarizable Continuum Model, PCM).
Esse modelo tem sido bastante utilizado e com relativo sucesso, principalmente para
analise de propriedades que dependam pouco de interacdes especificas entre soluto
e solvente (DINEIRO et al., 2005; WU et al., 2005; YAO et al., 2008).

.2.4 APLICACAO DA MODELAGEM MOLECULAR NA SINTESE DE

POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR

A modelagem molecular tem sido amplamente utilizada para otimizar a
composicao dos polimeros de impressao molecular (DONG et al., 2005; LIU et al.,
2007; DONG et al., 2007; YAO et al., 2008; WU et al., 2003; DINEIRO et al., 2005,
DINEIRO et al., 2006; FARRINGTON & REGAN, 2007; CHIANELLA et al., 2006;
OKUTUCU & TELEFONCU, 2008).

A formacao de um complexo entre o molde e os MF através de ligagbes de
hidrogénio € o primeiro passo na preparacao do MIP. O mondmero que pode
interagir com o molde mais intensamente dara o complexo mais estavel. Isto facilitara
as subsequentes preparagodes, incluindo polimerizagcado e formagédo da cavidade de
uma estrutura complementar desta molécula molde (DONG et al., 2005). Dessa
forma, a selecdo do MF mais adequado é um fator crucial no estudo do MIP (YAO,
2008).

Célculos de DFT tém sido usados para selecionar, entre um conjunto de
reagentes tradicionalmente utilizados na formulacdo de um MIP n&do-covalente, o
melhor MF e solvente porogénico que possibilite um reconhecimento molecular mais
seletivo para uma determinada molécula molde (DONG et al., 2005; DONG et al.,
2007; DINEIRO et al., 2005; DINEIRO et al., 2006; KOWALSKA et al., 2009). Até
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recentemente, a modelagem molecular tem sido usada para estudar a interacao do
molde com MF e sua influéncia no reconhecimento molecular pelos MIP. Encontram-
se na literatura poucas referéncias em que se considera o efeito do solvente. Desse
efeito espera-se que o mesmo afete significativamente a interacdo entre o0 molde e o
MF, o comportamento adsortivo dos MIP em termos de capacidade e seletividade.
Dong et al. (2007) usaram modelagem molecular para avaliar o efeito do solvente na
seletividade do MIP. A diferenca de energia da molécula no vacuo e em solucao foi
empregada para caracterizar a interagdo entre a molécula e o solvente. Para a
molécula molde, um maior valor da diferenca de energia indica uma interacdo mais
forte entre o solvente e a molécula, o que dificulta o acesso a molécula molde pelo
mondmero e, conseqlentemente, leva a uma menor seletividade de adsorcao pelo
MIP. Portanto, o solvente a ser empregado na sintese do polimero nao deve interagir
fortemente nem com o mon6émero funcional nem com a molécula molde. Ainda,
segundo Dong et al. (2007), a modelagem molecular das interagdes entre o solvente,
o mondmero funcional e a molécula molde pode auxiliar na escolha de um solvente

apropriado, como uma aproximacao complementar a selecao experimental.

.3 AGROTOXICOS E CONTAMINANTES EM ALIMENTOS

Segundo a ANVISA, os agrotdxicos sdo produtos e agentes de processos
quimicos, fisicos e biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao
de florestas nativas, de culturas florestais, de ecossistemas, de ambientes urbanos
hibricos e industriais, cuja finalidade € alterar a composicao da flora e da fauna, a fim
de preserva-los da acao danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento (ANVISA, 2009).
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A politica de uma globalizagdo mundial tem afetado fortemente o cenario da
producao em todo o planeta. A necessidade de se manterem ou de se tornarem
competitivos no mercado tem exigido que os paises evoluam nas tecnologias de
producdo. Os artificios lancados para se atingir tais objetivos tém despertado grande
atencao da opinido publica frente aos acontecimentos envolvendo a contaminacao
de alimentos, como foi 0 caso de benzeno na agua e sucos de frutas, nitrofuranos

em carne de frango, cloranfenicol no mel, entre outros (PASCHOAL et al., 2008).

A utilizacao desses produtos quimicos para controlar pragas, doencas e ervas
daninhas possibilitaram ao ser humano aumentar a producdo de alimentos em
quantidade e qualidade. Estes produtos foram por muito tempo utilizados de forma
indiscriminada, até surgirem algumas preocupag¢des com o0s impactos ambientais
causados pelo seu uso inadequado (PENTEADO, 2004).

O grande problema associado ao uso destes produtos é que 0s mesmos
podem deixar residuos em alimentos e no meio ambiente. Isto ocorre quando o
produtor ndo respeita o periodo de caréncia entre a aplicacéo do produto e o cultivo,
quando o produto é aplicado em uma dose acima da recomendada ou quando é
utilizado em uma cultura para o qual nao foi prescrito. Ainda, como agravante, existe
o fato de que nem todos os agrotéxicos sao rapidamente degradados (PASCHOAL et
al., 2008).

Assim, a presenca de residuos de agrotoxicos em alimentos € uma fonte de
serios riscos a saude do homem, ndo somente por causa da ingestao de uma grande
quantidade do contaminante, mas também pela continua exposicdo a pequenas
doses de produtos téxicos que estdo relacionados a algumas doengas crénicas,
como cancer e sérias disfuncées hormonais (PASCHOAL et al., 2008).

Preocupada com a questdo da saude publica a ANVISA criou através da
resolucdo - RDC N2 119, de 19 de maio de 2003, o PROGRAMA DE ANALISE DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS — PARA, o qual visa avaliar a
qualidade dos alimentos em relagdo ao uso de agrotoxicos, verificando o respeito
aos limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos, bem como o emprego de
boas praticas agricolas, fazendo com que a ingestao diaria aceitavel (IDA) do
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agrotéxico esteja dentro do estabelecido pelo programa. O LMR é expresso em mg
kg e a IDA em mg kg™ de peso corpéreo (ANVISA, 2009).

Usualmente, os contaminantes presentes em alimentos estdo em baixos
niveis de concentragdo (ng g ou pg g"') e dispersos em uma matriz considerada
complexa. Indubitavelmente, o preparo da amostra é fundamental para o sucesso do
método analitico, ja que os componentes do alimento podem interferir nas diversas
etapas do método de analise, impedindo a exata determinacao do(s) contaminante(s)
de interesse (BAGGIANI et al., 2007).

O tomateiro é uma das plantas horticolas mais cultivadas no mundo todo. Seu
fruto, o tomate, € amplamente utilizado na culinaria e pertence a mesma familia das
batatas, do tabaco, dos pimentdes e das berinjelas. Os tipos mais consumidos no
Brasil sdo: italiano, carmem, andrea e debora. O tomate € uma das culturas mais
importantes do Brasil, com uma produgdo anual estimada em 3 milhdes de
toneladas. Considerando que no fruto maduro 95% da sua constituicido é agua,
apenas a pequena quantidade da matéria solida determina a sua qualidade. Porém,
aproximadamente 8% dessa matéria seca sdo minerais, o restante consiste em
varios compostos carbbnicos, metade dos quais sdo acucares como a glicose,
frutose e um oitavo de acidos orgéanicos, que contribuem com o tipico sabor
acido/doce do fruto (CARVALHO et al., 2005).

O cultivo convencional de tomate exige grande quantidade e variedade de
adubos quimicos e defensivos agricolas, sendo que este ultimo representa 17% do
custo da producao (PENTEADO, 2004). Consequientemente, o uso dos agrotéxicos
no tomateiro pode provocar contaminagdes do solo, aguas e dos préprios frutos.

A contaminacédo dos frutos de tomates se da predominantemente por residuos
de agrotoxicos que podem persistir como camadas superficiais depositadas no fruto.
Alguns agrotéxicos podem penetrar na superficie do fruto, dissolver-se e mover-se

para o interior, incorporando a polpa (BAGGIANI et al., 2007).

Em 2008, o PARA monitorou 17 culturas, dentre elas o tomate. Foram
analisadas 104 amostras de tomate. Os resultados demonstraram que 18,27%
destas amostras estavam insatisfatérias, tanto pela presenca de residuos de
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agrotéxicos acima do LMR, quanto pela presenca de residuos de agrotéxicos nao
autorizados para esta cultura; em 2007, esse valor era de 44,72%, o maior dentre as
culturas monitoradas. Os resultados insatisfatorios demonstram que ainda ha
necessidade de se combater a pratica de utilizacdo de agrotdéxicos ndao autorizados
para a cultura, pois a maioria das amostras foi considerada insatisfatéria devido ao
uso nao autorizado (ANVISA, 2008).

O método convencional usado no preparo de amostras visando a
determinacdo de agrotoxicos em frutas e vegetais é baseado na extracao liquido-
liquido (Liquid-liquid Extraction, LLE) (MOL et al., 2003), seguido por etapas de
limpeza (clean up). Entretanto, novas técnicas de extragao tém sido aplicadas com a
mesma finalidade, como extragdo em fluido supercritico (Supercritical Fluid
Extraction, SFE) (NYAM et al., 2010), microextracdo em fase soélida (Solid Phase
Microextraction, SPME) (SANCHEZ et al., 2008) e extracdo em fase sélida (XU et al.,
2010). Outra metodologia muito empregada em andlise de matrizes complexas € a
dispersdo da matriz em fase soélida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD)
(LLASERA & REYES-REYES, 2009), pois agrupa em uma Unica etapa a
amostragem, extracao, clean up e a pré-concentracao dos extratos (PINHO et al.,
2009; LLASERA & REYES-REYES, 2009).

A quantificagdo dos agrotoxicos normalmente é realizada por métodos

cromatograficos.

.4 AGROTOXICOS ORGANOFOSFORADOS

Agrotoxicos organofosforados sdo uma classe de agrotéxicos que geralmente
atuam como inibidores das enzimas colinesterases e sao usados para o controle de
uma ampla gama de pragas em algodao, arroz, tabaco, sorgo, cana de acgucar e
produtos horticolas. No entanto, os agrotdxicos organofosforados sao téxicos para

animais e seres humanos. Os agrotéxicos organofosforados variam muitos nas
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propriedades fisico-quimicas como solubilidade em agua, pressao de vapor, massa
molecular e estabilidade térmica (ZHU et al., 2005; MOL et al., 2003).

Para Midio e Martins (2000), a grande desvantagem do emprego dos
organofosforados consiste no alto risco de intoxicacbes a que estdo expostos
animais e seres humanos, exigindo, assim, medidas de protecdao adequadas para

Seu uso, que nem sempre sao tomadas.

A determinacdo dos agrotoxicos organofosforados em diversas amostras
biolégicas e de alimentos é normalmente realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia ou gasosa acoplada a espectrometria de massas. A Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos &, as vezes, utilizada
como uma alternativa principal de analise (LLASERA & REYES-REYES, 2009). Sao
exemplos de agrotoxicos organofosforados a fenitrotiona, parationa, metilparationa e
fentiona.

A fenitrotiona (Figura 1.5) € um agrotoxico organofosforado de carater neutro
amplamente utilizado na agricultura para controle de insetos mastigadores e
sugadores de arroz, cereais, frutas, vegetais, graos armazenados e algodao
(SANCHEZ-ORTEGA et al, 2005; UYGUN et al, 2007). Sua persisténcia em
ecossistemas florestais ndo é bem conhecida devido a dependéncia de varios
fatores, tais como: a dose aplicada e a formulacdo, os parametros de aplicacao,
numero de aplicagbes, as condigbes climaticas e as caracteristicas da floresta
(SANCHEZ et al., 2008). A FNT é degradada no ambiente, principalmente através da
hidrélise e reagdes fotoquimicas produzindo, como principais metabdlitos o 3-metil-4-
nitrofenol e fenitrooxon (SANCHEZ et al., 2008). A FNT e/ou alguns metabdlitos
foram determinados usando técnicas como a cromatografia em fase gasosa
(SANCHEZ et al., 2008) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (PEREIRA &
RATH, 2009), onde a mesma apresenta propriedades tanto acidas como basicas
(anfotera).

O Comité de Peritos da FAO/WHO sobre aditivos e contaminantes em
alimentos (JECFA), estabeleceu um LMR para a FNT em tomate de 0,5 ug g e uma
IDA de 0,005 mg/kg p.c. (FAO, 2007).
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Figura I.5. Estrutura da FNT.

Algumas propriedades quimicas e fisicas da FNT estdo apresentadas na
Tabela I.1.

Tabela I.1. Classificagéo e propriedades quimicas e fisicas da FNT (INCHEM, 2010).

Nome Usual O, O-dimetil O-(4-nitro-m-toluil) fosforotioato
Nomes Comerciais Sumition, Metatiom, Novatiom
Classe Inseticida e formicida
Classificacao Toxicolégica Classe Il
Massa Molecular 277,25 g mol™
Estado fisico (25 2C) Liquido
Ponto de fusao 0,3 °C
Ponto de ebulicao 145 °C (1 mmHg)
Densidade 1,33gcm®
Estabilidade Decomposto por calor em 145 °C
Agua: 14 mg L™

. Alcoois, cetonas e hidrocarbonetos aromaticos: soldvel
Solubilidade . p
Diclorometano: 1330 mg L

Hexano: 28 mg L
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.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O desenvolvimento de um método analitico ou a adaptag¢ao ou implementacao
de método conhecido, envolvem processos de avaliacao que estime a sua eficiéncia
na rotina do laboratério. Esse processo costuma ser denominado de validacao
(BRITO et al., 2003).

A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os 6rgaos
reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacao de metodologia analitica
e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que séo diretrizes
a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de validagdo bem definido
e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os
métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).

No que diz respeito as determinacdes de contaminantes em alimentos, as
técnicas cromatograficas de separacdo se destacam no ambito analitico pela
reconhecida capacidade de possibilitarem analises qualitativas e quantitativas.
Métodos analiticos para residuos de contaminantes téxicos em alimentos requerem
consideragoes técnicas especiais quando comparados a metodos delineados para
outros fins. Os LMR para cada analito alvo devem ser levados em consideragao no
estabelecimento de um protocolo para validagdo da metodologia analitica a ser
empregada na determinacdo desses residuos nos alimentos (PASCHOAL et al.,
2008).

Os parametros de validagdo de métodos analiticos comumente utilizados séo:
seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, precisdo, limite de
deteccao (LOD), limite de quantificacado (LOQ) e exatidao (PASCHOAL et al., 2008).
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1.5.1 SELETIVIDADE

A seletividade € a capacidade de um método quantificar com exatidao o
analito na presenca de interferentes presentes na amostra (THOMPSON, 2002).
Esses interferentes podem ser substancias quimicamente relacionadas com o
analito, entre elas isbmeros, metabdlitos, substancias endodgenas, produtos de
degradacao, impurezas e outros.

A seletividade é um parametro que deve ser demonstrado e que depende do
método analitico empregado. Para os métodos cromatograficos a seletividade é
avaliada no sentido de garantir que o pico de resposta do analito (avaliado no tempo
de retencao caracteristico) seja proveniente exclusivamente do mesmo e nao de
outros compostos (interferentes) presentes na amostra. Para tanto, é conveniente a
utilizacado de testes de pureza de pico com auxilio de detector de arranjo de
fotodiodos ou espectrometria de massas (PASCHOAL et al., 2008).

1.5.2 CURVA ANALITICA, LINEARIDADE E SENSIBILIDADE

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdo do
analito, no qual o método pode ser aplicado. Segundo a ANVISA, a curva analitica
representa a relagcao entre a resposta do instrumento e a concentragdo conhecida do
analito (ANVISA, 2009). Alguns autores utilizam o termo curva de calibracao; porém,
uma vez que o termo calibragdo é mais pertinente para instrumentos de medicao e
padrées, o termo curva analitica sera empregado para expressar a relagdo sinal
(resposta) em funcao da concentragao do analito (PASCHOAL et al., 2008).

A EC recomenda que no minimo cinco niveis de concentracdo (incluindo a
amostra zero) sejam empregados na construcdo da curva analitica na amostra.
Ainda, estabelece que sejam descritas a faixa de trabalho, a equacdo matematica e a

regressao linear da curva (EC, 2002).
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A linearidade é determinada pela habilidade do método em fornecer resultados
que sao diretamente proporcionais as concentragdes do analito dentro da faixa linear
da curva analitica. A linearidade da curva analitica deve ser maior do que 0,99 (EC,
2002; ANVISA, 2009).

A sensibilidade demonstra a variacdao da resposta em funcdo da concentracao
do analito e é expressa pelo coeficiente angular da curva analitica. Visto que
usualmente a resposta do sinal envolve unidades arbitrarias, a sensibilidade nao é
considerada um parametro de validagdo nas diretrizes oficiais da EC, FDA e
ANVISA. No entanto, a sensibilidade é representada de forma indireta pela descricao

da equagéo obtida através da regressao linear da curva analitica (EC, 2002).

1.5.3 PRECISAO

Segundo a IUPAC (THOMSON, 2002), a precisdo corresponde ao grau de
concordancia de resultados de testes independentes obtidos sob condicoes
estabelecidas. Para a validagdo de métodos em um unico laboratério (“single-

laboratory validation”), duas etapas sao relevantes para esse parametro:

. Precisao intra-ensaio: sob condicées de repetibilidade, descreve as variacoes

observadas durante uma Unica corrida analitica;

. Precisdo inter-ensaios: descreve o0 grau de variacbes observadas em

diferentes corridas analiticas.

O resultado é dado em forma do coeficiente de variacao (CV), expresso em
porcentagem (Equacao 1.3) quando um numero significativo de repeticdes €
realizado (THOMSON, 2002).

estimativa do desvio padrio
E 100

CV(%) =

(Equagao 1.3)

média das replicatas
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A FDA e a ANVISA recomendam que os resultados ndo excedam 15% de CV
(exceto para o limite de quantificagdo, o qual ndo deve exceder 20% do CV)
(ANVISA, 2009; FDA, 2001).

Segundo a EC, a precisdao é avaliada através de: repetibilidade;
reprodutibilidade intra-laboratorial e da reprodutibilidade (EC, 2002).

Como critérios de aceitacdo a EC estabelece que o CV obtido para os ensaios
inter-laboratoriais (reprodutibilidade) envolvendo repetidas andlises com o material
de referéncia ou amostra branco fortificada, ndo deve exceder o nivel calculado pela
Equacao de Horwitz (Equacao 1.4) (EC, 2002):

CV = 2(1-051l0g0) (Equagio 1. 4)

onde C é a concentracao do analito expressa por unidade de massa.

A EC salienta ainda que a Equagéo de Horwitz ndo deve ser usada para
estabelecer um parametro de CV para concentragdes inferiores a 100 ug kg™, uma
vez que os valores seriam extremamente elevados, e que nesses casos, o CV deve
ser tdo baixo quanto possivel (PASCHOAL et al., 2008).

1.5.4 EXATIDAO

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro, usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes (THOMPSON, 2002). A
exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa

combinagcao de componentes de erros aleatorios e sistematicos (tendéncia ou bias).

Para os métodos destinados a analise de alimentos quanto a presenca de
residuos de agrotéxicos, a exatidao tem sido avaliada costumeiramente mediante o

teste de recuperagao.
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A porcentagem de recuperacdo € definida como a relacdo entre a
concentracao determinada para uma amostra fortificada e a concentracao adicionada
na fortificacédo, expressa através da equagao Equacao L.5:

Concentracio encontrada na amostra fortificada (ngg™1) % 100 (Equagéo I 5)

Recuperacio(%) =
p ¢ ( A)) Concentrada fortificada (ngg=1)

A EC apresenta requerimentos minimos para os valores de exatiddo dos
métodos quantitativos de andlise de residuos em alimentos, que variam conforme a

concentragao de interesse da substancia alvo (Tabela 1.2) (EC, 2002).

Tabela 1.2. Exatiddo minima requerida para métodos quantitativos segundo a EC
(EC, 2002).

Concentracao do Analito Variacao na Exatidao
<0,001 ug g™ -50a+20 %

0,001 ugg' até 0,01 ug g™ -30a+10%
>0,01ug g’ -20a+10%

A FDA e a ANVISA recomendam que a exatidao seja determinada utilizando-
se trés niveis de concentracdo, contemplando a faixa linear da curva analitica,
realizando-se no minimo cinco determinagdes por concentracdo. O desvio nao deve
exceder 15% exceto para o LOQ para o qual se admite desvios menores ou iguais a
20%. A ANVISA ainda recomenda que a exatidao seja determinada em uma mesma
corrida (exatidao intra-corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas)
(FDA, 2001; ANVISA, 2009).
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1.5.5 LimiTE DE DETECCAO

Em termos gerais o limite de deteccédo é a menor quantidade ou concentragao
do analito na amostra que pode ser diferenciada, de forma confiavel, do zero
(THOMPSON, 2002) ou do ruido de fundo (ANVISA, 2009). De modo geral, o LOD é
definido como sendo a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob as condicbes
experimentais estabelecidas.

Existem diferentes procedimentos para estimar o LOD, entre esses o0 método
visual, razado sinal-ruido e a partir da curva analitica (PASCHOAL et al., 2008). A
ANVISA sugere apenas que o LOD deve ser estabelecido por meio da analise de
solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel, recomendando que o LOD seja 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de
base, no entanto, ndo fazendo referéncia se o estudo deve ser realizado com a
matriz e o numero de replicatas que devem ser realizadas (ANVISA, 2009).

A IUPAC recomenda que se estime o LOD a partir de pelo menos seis
determinagfes independentes do analito na amostra branco ou em uma amostra
contendo o analito em uma concentragdo baixa, no entanto, distinguivel de zero ou
resultado negativo, sendo o valor de LOD estabelecido pelo calculo de trés vezes a
estimativa do desvio padrao das medidas (THOMPSON, 2002).

1.5.6 LiMITE DE QUANTIFICACAO

A definicdo segundo a IUPAC para o limite de quantificacdo (LOQ) € a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisédo e
exatiddo aceitaveis sob as condi¢cées experimentais estabelecidas. Assim como
ocorre para o LOD, existem diversas formas de se estabelecer o LOQ (THOMPSON,
2002).
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Como na pratica o LOQ deve corresponder ao primeiro nivel de concentracao
da curva analitica, algumas agéncias reguladoras, ANVISA e FDA, tém substituido o
termo LOQ por limite inferior de quantificagdo (LIQ ou Lower Limit of Quantification,
LLOQ). E importante ressaltar para que o método seja aceitavel para a determinagdo
de residuo de agrotoxicos em alimentos, o LOQ deve ser menor do que o LMR

estabelecido para o analito (contaminante) em questdao (PASCHOAL et al., 2008).
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O objetivo geral do presente trabalho foi realizar estudos de modelagem
molecular visando a otimizacdo dos componentes de sintese de um polimero de
impressdao molecular altamente seletivo e com grande capacidade de
reconhecimento molecular para ser empregado na extragcdo em fase sélida, visando
a determinacdo de fenitrotiona em tomate por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.

Os objetivos especificos compreenderam:

o Realizar estudos de modelagem molecular para selecionar o mondémero
funcional e o solvente porogénico que possibilite uma ligacdo mais forte e estavel

com a molécula molde.

o Sintetizar polimeros de impressdo molecular atravées da técnica de
polimerizacdo em solu¢ao convencional (bulk), utilizando como molde a molécula da
fenitrotiona, e o solvente e 0 monémero funcional indicados através dos estudos de

modelagem molecular.
° Caracterizar os matérias sintetizados.

o Validar, através de estudos de adsorcdo, os resultados obtidos através dos

calculos de modelagem molecular.

o Verificar, através de estudos de adsorcdao e determinacédo eletroquimica da
fenitrotiona, o meio de sintese e de reconhecimento molecular no qual as interagdes

entre o agrotdxico e a cavidade seletiva do polimero sdo preferencialmente

formadas.
o Ajustar as isotermas de adsorcdo ao modelo mais adequado para cada
polimero.
o Avaliar a seletividade do polimero impresso da fenitrotiona frente a seus

anélogos estruturais através de calculos de modelagem molecular e estudos de

adsorcao.
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. Avaliar o polimero impresso como fase estacionaria em cartuchos de extracao

de fase solida.
o Avaliar a eficiéncia de extracao de fenitrotiona em tomate.

o Validar um método para a determinagéo de fenitrotiona em tomate, usando a
extracdo em fase solida molecularmente impressa no preparo de amostras e
quantificagéo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao detector de

arranjo de diodos.
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lI.1 REAGENTES E SOLUCOES

A sintese de MIP foi feita utilizando padrdo de FNT (99%) ChemService
(EUA), acido metacrilico (MAA) ou &cido p-vinilbenzéico (ApVB) e etilenoglicol
dimetacrilato (EGDMA) adquiridos da Fluka (EUA). O 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila
(AIBN) foi gentilmente cedido pelos Professores Marco Aurélio Zezzi Arruda e Lauro
Tatsuo Kubota do IQ-UNICAMP. Todos os reagentes foram utilizados sem

purificacao prévia.

As solucbes da FNT foram preparadas sempre que necessario a partir de
solucdes estoque de 0,010 mol L™ preparadas em acetonitrila (ACN) grau HPLC, J.
T. Baker (EUA), e/ou em tolueno grau PA, Synth, armazenadas em freezer (-18 °C) e
protegidas de luminosidade.

As solucdes tampao foram preparadas com reagentes de grau PA, utilizando
agua purificada por sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As corregdes de pH foram
realizadas com solucées de NaOH e HCI. O &cido acético foi adquirido da Nuclear
(Brasil). O monoidrogenofosfato de soédio foi adquirido da F Maia (Brasil), o acido

bérico da Merck (Alemanha) e o acido acético da Nuclear (Brasil).

O tampao Britton-Robinson (BR), na faixa de pH entre 5 a 8, foi preparado
pela dissolugdo de 1,15 mL de acido acético, 1,23 g de &cido borico, 1,15 mL de
acido fosférico em 500 mL de agua Milli-Q. O ajuste do pH foi realizado com solugéao
de NaOH 0,02 mol L ™.

Para o estudo de seletividade do MIP, foram utilizadas solucbes de
metilparationa (MTP), parationa (PT) e fentiona (FT), todos de pureza 99% da marca
ChemService (EUA), preparadas em ACN grau HPLC, J.T.Baker (EUA), e/ou em
tolueno grau PA, Synth (Brasil). As solugbes foram armazenadas em freezer (-18 °C)
e protegidas de luminosidade.

A fase mével utilizada para a determinagéo cromatografica da FNT empregou
metanol (MeOH) grau HPLC, Tedia (EUA) e agua purificada em sistema Milli-Q da
Milipore (EUA).
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Para avaliacdo da eficiéncia de extracdo, foram utilizados os solventes
diclorometano e n-hexano grau HPLC, Tedia (Brasil), acetona e éter de petréleo grau
PA, Synth (Brasil). O cloreto de sédio utilizado foi da marca Merck (Alemanha).

1.2 EQUIPAMENTOS

Os calculos da modelagem molecular foram executados usando o programa
computacional Gaussian03® em um computador Intel® Dual Core™ Quad. As
energias eletrénicas de ligacdo foram calculadas através do método DFT, usando o
hibrido funcional B3LYP e o conjunto de base 6-31G(d). O efeito do solvente (energia
de solvatacdo de cada espécie) foi estimado pelo Modelo Continuo Polarizavel
(Polarizabel Continuum Method, PCM). As otimizacbes geométricas foram realizadas
no nivel BALYP/6-31G(d).

As medidas eletroquimicas foram realizadas através de um
potenciostato/galvanostato  AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE, Holanda)
utilizando o programa computacional GPES 4.0 para aquisicdo de dados. As
determinacbes eletroquimicas da FNT foram feitas em uma cela convencional
utilizando como eletrodo de trabalho o eletrodo de gota pendente de mercurio
(Hanging Mercury Drop Electrode, HMDE) (4area 0,52 mm?), um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl, KCl 3 mol L™ e um fio de platina como contra eletrodo.

O aquecimento do meio reacional para a sintese dos MIP foi realizado em
uma chapa de aquecimento Fisatom (Brasil).

O ajuste do pH das solugées foi realizado em um pH-metro Digimed® DM-20
(Brasil).

A secagem do polimero foi feita em uma estufa Fanem® (Brasil), modelo 145.
A agitacao das misturas da FNT e dos polimeros foi realizada em um agitador

horizontal Fanem® (Brasil), modelo 315E.
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As medidas de ressonancia magnética nuclear de '*C utilizando o Angulo
Magico de Rotacdo e a Polarizacdo Cruzada (Cross Polarization Magic Angle
Spinning Nuclear Magnetic Ressonance, *C CP-MAS NMR) foram feitas em um
equipamento Bruker Avance II® (Alemanha) de 300 MHz com tempo de contato de 4

ms, intervalo de repeticao de 3 s e tempo de aquisicao dos sinais de 50 ms.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier
Transform Infrared, FT-IR) foram feitos em pastilhas de KBr 1% no espectrofotdmetro
FT-IR Bomem® MB Series, (Canada) modelo B100, em resolucao de 4 cm™’, na
regido de 4000 a 400 cm™.

Para as analises de microscopia eletrénica de varredura (Scanning Electron
Microscopy, SEM) as amostras foram depositadas em uma fita adesiva dupla face de
carbono fixada em um porta amostra de latdo. Em seguida, as amostras foram
metalizadas com ouro até a espessura de 12 nm utilizando-se um metalizador MED
020® da Bal-Tec. O microscépio eletrdnico de varredura utilizado foi o Jeol LV-JSM
6360 (Japao) operando em voltagem de 15 keV.

As medidas de area superficial dos polimeros foram executadas usando
ensaios de adsorcao de nitrogénio em temperaturas criogénicas, empregando o
método BET (Brunauer, Emmet e Teller) e BJH (Barret, Joyner e Halenda) em um
equipamento Quantachrome Analysis®. Este método consistiu na exposi¢do de uma
massa fixa dos polimeros impressos e ndao-impressos sintetizados tanto com os MAA
como com o ApVB, a diferentes pressdes de nitrogénio. Em seguida, a quantidade
de gas adsorvido foi medida em fungcdo da pressao do mesmo. Foram entdo
construidas isotermas de adsorcdo e dessorcdo que forneceram informagbes a
respeito da area superficial, volume e didmetro médio dos poros dos polimeros.

O procedimento de extracdo em fase solida foi realizado com auxilio de uma
camara de vacuo com capacidade para 12 cartuchos, Altech® (EUA) acoplada a uma
bomba de vacuo Fanem (Brasil). Foram utilizados cartuchos de SPE vazios
J.T.Baker® (EUA) e frits de polietileno da Supelco® (EUA) para o empacotamento do

polimero.
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A homogeneizacdo das amostras de tomate foi realizada em um

homogeneizador Ultra-Turrax Ika® modelo T18 Basic (Alemanha).

A evaporacgao de solvente, quando necessario, foi feita em um rotaevaporador
Bichi® (Suica) a 45°C.

As amostras foram centrifugadas em uma centrifuga Hettich® (Alemanha)
modelo Rodofix 32A.

As determinacdes cromatograficas foram realizadas em um equipamento
Waters® (EUA), constituido de um sistema de bombas binarias (modelo 1525),
detector de arranjo de diodos Waters® 2996, injetor manual Rheodyne® (modelo
7725) e alca de amostragem de 50 pyL. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo
programa computacional Millenium®® 4.0 (Waters, EUA). A coluna cromatogréfica
empregada foi XTerra® Cyg, 200 x 3,9 mm com particulas de 5 pm (Waters, EUA) e
uma coluna de guarda de mesma fase estacionaria. Todas as amostras foram
filtradas através de um filtro de membrana de 0,22 pm da Millipore® (Brasil) antes das

analises cromatograficas.

1.3 PROCEDIMENTOS

11.3.1 MODELAGEM MOLECULAR

A avaliagdo quantitativa da interacdo entre a molécula molde e cada MF, no
vacuo e no solvente, pode ser realizada através dos valores de energia de ligacao,
bem como através dos valores de energia livre de Gibbs, AG. Aqui, os resultados
foram avaliados considerando-se os valores de AG, uma vez que s&o mais
abrangentes, pois envolvem os valores de entalpia (AH), entropia (AS) e temperatura
(T).
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A intensidade da interacdo molécula molde-MF foi estimada em termos de
energia de Gibbs. Para obter o valor de energia de Gibbs, inicialmente foi feita a
otimizacdo da geometria de cada espécie, isto €, do molde, de cada MF e do
complexo molde-MF (para cada monémero avaliado). O valor de energia obtido é a
energia da espécie (E), que é obtido em Hartress e, para transformar em kcal mol ™,
esse valor € multiplicado por um fator de 627,51. Depois de feita a otimizacao da
estrutura de cada espécie foram realizados os célculos de freqiéncias vibracionais
de cada uma das mesmas espécies, onde foram obtidos os valores das energias

térmicas e entropias eletrénicas, vibracionais, rotacionais e translacionais.

A energia térmica total (Et) de cada espécie € obtida através da Equacao Ill.1:

Er = Eg + Eyip + Erot + Etranst + (E X 627,51) / kcal mol™?! (Equacao III. 1)

onde:
Er é a energia térmica total da espécie (molde, monédmero ou complexo);

Eo é a energia eletrbnica corrigida pela energia do ponto-zero (Zero-Point Energy,
ZPE);

Evib € a energia térmica vibracional da espécie;
E/ot € a energia térmica rotacional da espécie;
Ewransi € @ energia térmica translacional da espécie;

E é a energia da espécie otimizada.

A entropia total (St) de cada espécie é obtida pela Equacao Ill.2:

St = Selet + Svib + Srot + Stranst / €al mol~1 K1 (Equacio III. 2)

onde:
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St é a entropia total da espécie (molde, monémero ou complexo);
Selet € a entropia da espécie;

Svib € a entropia vibracional da espécie;

Srot € a entropia rotacional da espécie;

Siransi € @ entropia translacional da espécie;

A energia térmica de cada espécie € uma forma de expressar a energia
interna (AU). A energia interna da interacao entre o molde e o monémero funcional é

obtida pela Equacao I11.3:

AU = Er.,, o0~ ETmoiae — / kcal mol~?! (Equagio III. 3)

Timonomero
onde:
AU é a energia interna da intera¢ao entre o molde e o monémero funcional avaliado;

ETompiexo € @ €NErgia interna do complexo molde-mondémero funcional;

Er,_.,. € a energia interna do molde (FNT);

€ a energia interna do mondémero funcional avaliado.

Timonémero

O valor da entalpia (AH) é obtido através da Equacao ll.4:

AH = AU + (An X R X T) / kcal mol~1 (Equacao III.4)

onde:
AH é a entalpia da interac@o entre o molde e o monémero funcional avaliado;
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AU é a interacéo entre o molde e o monémero funcional avaliado;
An é a variagdo do numero de mols na interagao;
N é a constante dos gases ideais;

T é a temperatura em Kelvin;

A entropia da interacdo entre o molde e o mondémero funcional (AS) é obtida

pela Equacao lI.5:

AS = ST iiere — STmotte — STronomero / €21 MO~ K1 (Equacio III. 5)

onde:
AS é a interacao entre o molde e o monémero funcional avaliado;

STeomplexe © @ €Ntropia complexo molde-mondmero funcional;

ST,..4. € @ entropia do molde (FNT);
é a entropia do monémero funcional avaliado.

Tinonémero

Finalmente, a intensidade da interacdo molde-monémero funcional é estimada

através da Equacao lIl.6:

TxAS
1000

AG =AH — ( ) / kcal mol~1 (Equagao I11. 6)
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11.3.2 SINTESE DOS POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR

Para a sintese dos polimeros MIP e NIP foram utilizados os reagentes
relacionados na Tabela Ill.1.

Tabela lll.1. Quantidade de reagentes empregados na sintese dos polimeros.

] Fenitrotiona Tolueno Monémero * EGDMA AIBN
Polimero
(mmol) (mL) (mmol) (mmol) (mmol)
MIP 0,5 3,0 2,0 8,0 1,2
NIP - 3,0 2,0 8,0 1,2

* acido metacrilico ou acido p-vinilbenzéico

Para a sintese do MIP foi empregada uma ampola de vidro (cilindrica) com
secao transversal circular de didmetro igual 30 mm e altura de 200 mm. Em uma das
extremidades o diametro da secao circular diminui para aproximadamente 5 mm com
o objetivo de facilitar a vedacdo no momento da sintese. Nessa ampola foram
adicionados 3 mL de tolueno, 2,0 mmol de mondémero funcional e 0,5 mmol de FNT.
A solucgao foi entdo homogeneizada. Posteriormente, foram adicionados 8,0 mmol de
EGDMA e 1,2 mmol de AIBN. A solugéo foi purgada com nitrogénio por 10 min e o
frasco foi selado e colocado em um banho-maria a 60 °C, por um periodo de 24 h.
Apo6s a completa polimerizagdo, a ampola de sintese foi quebrada e o mondlito
retirado e triturado mecanicamente, empregando um almofariz. O sélido foi
peneirado, usando uma peneira de malha de 0,075 mm. A remocao da FNT, bem
como dos reagentes remanescentes da sintese foi feita mediante lavagem do
monolito triturado com solvente. Para tanto, 500 mg de MIP foram inseridos em um
cartucho de polipropileno com frits e varias por¢gées do solvente (5 mL de
MeOH:éacido acético, 9:1, v/v) foram percolados pela fase estacionaria com auxilio de
uma camara de vacuo. O eluato foi monitorado por voltametria de onda quadrada

(SWV) como descrito no item [11.3.3 até ndo mais ser observado sinal analitico
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inerente a presenca de FNT. Por fim, o polimero foi mantido a 60 °C em uma estufa
por 12 h e estocado a temperatura ambiente em um dessecador sob silica gel.

O polimero nao-impresso (non-imprinted polymer, NIP) foi também sintetizado
para ser empregado como controle, objetivando verificar a seletividade do MIP. A
sintese deste polimero seguiu o0 mesmo procedimento da sintese do MIP, com

excecao da adicdo da molécula molde ao meio reacional.

11.3.3 DETERMINACAO DA FENITROTIONA, PARATIONA, METILPARATIONA

E FENTIONA POR VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A determinacao eletroquimica da FNT ou de seus analogos foi realizada por
meio de um eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE), empregando-se a
técnica de voltametria de onda quadrada.

Além do eletrodo de trabalho de gota pendente de mercurio, foram utilizados
um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, KCI 3 mol L™" e um contra eletrodo de platina.
Como eletrélito suporte foi empregado 10 mL de tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH
4,75). As condicdes voltamétricas de determinacao dos analitos foram: Ejnicias = 0 mV,
Efina = -700 mV, AEs=4 mV, a=40 mV, f=250s", e v=200 mV s (PEREIRA &
RATH, 2009).

A quantificacdo da FNT e de seus analogos foi realizada mediante curva
externa no intervalo de 0,5 a 3 10° mol L. Todas as solucdes foram desaeradas

com Ny, por cinco minutos, antes das analises.

.3.4 EsTubpo bo MEIO DE ADSORCAO E ISOTERMAS DE ADSORCAO

A fim de escolher o meio que favorecesse a melhor adsor¢cdo da FNT pelo
MIP, foram preparadas solugdes da FNT 2,5 mmol L' em tolueno/ACN nas
proporgdes 20:80, 50:50, 65:35, 80:20, 85:15, 90:10 € 95:5 (v/v).
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O MIP e NIP previamente pesados (50 mg) foram transferidos para frascos
com tampa e foram adicionados 3 mL da solucdo de FNT, preparada em cada
mistura de solvente. Os frascos foram lacrados e agitados durante 24 horas em um
agitador horizontal. Ao término deste periodo, aliquotas de 2 mL do sobrenadante
foram coletadas, evaporadas, ressuspendidas em 2 mL de ACN e analisadas por
Voltametria de Onda Quadrada (Square Wave Voltammetry, SWV), conforme

descrito no item 111.3.3.

Por fim, os polimeros utilizados durante o estudo foram lavados, com a

mistura MeOH/acido acetico (90:10, v/v), secos e armazenados em um dessecador.

Para a construcdo das isotermas de adsorcdo, amostras de 50 mg dos MIP
e/ou NIP foram agitados por 24 h com 3 mL da solucdo de FNT em tolueno:ACN
(80:20, v/v) em dez niveis de concentracao, variando na faixa de 0,5 a 7,5 mmol L.
As aliquotas do sobrenadante foram analisadas por SWV, conforme descrito no item
111.3.3. O ajuste dos modelos de adsorgao foi realizado com auxilio do software Origin
8.

.3.5 AVALIACAO DA SELETIVIDADE DO MIP DA FENITROTIONA FRENTE
A SEUS ANALOGOS ESTRUTURAIS

A avaliagdo da seletividade foi feita mediante estudo de adsorcdo. Foram
preparadas solucdes de FNT, PT, MPT ou FT 2,5 mmol L' em tolueno:ACN (80:20,
v/v). Os estudos foram realizados usando o MIP e o NIP sintetizados com MAA e
todas as analises realizadas em duplicatas. Para tanto, 50 mg do MIP ou do NIP
foram adicionados de 3 mL de uma das solu¢cées contendo FNT ou um de deus
analogos. Os frascos foram lacrados e agitados durante 24 h em um agitador
horizontal. Ao término deste periodo, aliquotas de 2 mL do sobrenadante foram
coletadas, evaporadas, ressuspendidas em 2 mL de ACN e posteriormente

analisadas por SWV, como descrito no item 111.3.3.
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111.3.6 DETERMINACAO DE FENITROTIONA POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

A determinacao cromatografica da FNT foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) associada ao
detector de arranjo de diodos (DAD), empregando como fase estacionaria uma
coluna XTerra® C1g (200 x 3,9 mm, 5 pm) e fase mével de MeOH/H;0 (84:16, v/v). A
quantificacao foi realizada por padronizacao externa em 270 nm. A vazao foi de 1,0

mL min™" e volume de injecéo de 50 pL.

As condigcdes de separagdo cromatografica foram avaliadas a partir dos
parametros de conformidade do sistema, preconizando como sendo adequados ao
objetivo do método as faixas de valores apresentadas na Tabela Ill.2.

Tabela Ill.2. Faixa de valores preconizados como adequados para os parametros
cromatograficos (SHABIR, 2003).

Parametros Valores Preconizados
Fator de Retencéao (k) 1<k<10
Fator de Separacgao (a) a>11
Resolucao (Rs) Rs > 1,25
Numero de Pratos (N) N > 2000

Os valores dos parametros cromatograficos k e N da Tabela 1ll.2 foram
baseados nas recomendacgdes de SHABIR (2003). Com relagao ao valor de a, optou-
se por estabelecer apenas um valor minimo para esse parametro, sem definir um
limite superior como apontado por SHABIR (2003) (1,1 < a < 1,4). Para o parametro
Rs, tomou-se como base que o valor superior a 1,25 é suficiente para fins
quantitativos, conforme descrito por Ribani et al. (2004).
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1.3.7 PREPARO DE AMOSTRA DE TOMATE

A uma quantidade de 5 g de amostra de tomate organico ou tomate organico
fortificado, adquirido no Parque Ecolégico de Campinas, SP, foi adicionada uma
solucdo de extracao contendo 1,5 g de cloreto de sodio + 10 mL de acetona + 10 mL
DCM. A mistura foi triturada e homogeneizada em um sistema Ultra Turrax. Depois
de sonicada, a mistura foi centrifugada (6400 g) por 20 min. A fase organica foi
separada da fase aquosa e o solvente organico foi evaporado a um volume de
aproximadamente 1 mL em um rotaevaporador a 45 °C e entdo concentrado a
secura a 40 °C com auxilio de nitrogénio gasoso. O residuo foi ressuspendido em 3
mL de solugédo tampao Britton Robinson (BR), pH 7,75/ACN (60:40, v/v) e a solucao
foi aplicada a um cartucho MISPE previamente condicionado (200 mg). Conforme
otimizado por Pereira e Rath (2009), o MISPE foi condicionado sucessivamente com
10 mL de H.O/acido acético (90:10 v/v), 10 mL de ACN, seco sob 10 min de vacuo
(20 mmHg), 10 mL de n-hexano e seco por mais 10 min. Apds o carregamento da
amostra, foram aplicados 10 min de vacuo (20 mmHg). Em seguida, foi feita a
lavagem do cartucho com 1 mL de tampao BR, pH 7,75/ACN (60:40, v/v). A eluicao
foi realizada com 3 mL de ACN/acido acético (90:10, v/v). Os extratos obtidos foram
concentrados a secura a 40 °C sob fluxo de nitrogénio e o residuo foi ressuspendido
em 1 mL de fase mével. Depois de filtrado por um filtro de membrana de 0,22 pm, um
volume de 50 pL foi injetado no sistema HPLC. Os cartuchos contendo o MIP como
fase estacionaria foram re-utilizados durante todos os estudos, onde o polimero,
apos o uso, era lavado com uma solugéo contendo MeOH/acido acético (90:10, v/v)
e depois com MeOH. Dessa forma, os polimeros nao apresentaram efeito meméria.

A quantificacdo da FNT foi realizada como descrito no item [/11.3.6. Um
esquema geral, com apontamentos das principais etapas envolvidas no preparo de
amostra é ilustrado pela Figura Ill.1.
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Homogeneizagdo Centrifugagdo
Ultraturrax 6400 g, 20 min
e e ey
:'I
evaporagdo e ressuspensdo em
Tomate Orgdnico (59) tampdo BR, pH 7,75/ACN
+

(60:40, v/v)
Solugdo de Extragdo
Ressuspensdo

Solugdo de Extragdo
+

MISPE
Condicionamento
H,0O/dcido acético

ﬂi Separagdo da fase orgdnica,

Ultrassom, 10 min (90:10, v/v)
Vortex, 3min +
) ACN
+
Hexano
Evaporagdo Lavagem
Filtragdo N, 40 °C - Tampdo BR, pH
Membrana Ressuspensdo 7,75/ACN
0,22 ym MeOH/H,0 || (60:40, v/v)
HPLC : (84 16 V/V) .
Eluigdo

ACN/dcido acético
(90:10, v/v)

Figura Ill.1. Esquema geral da etapa de preparo de amostra para a extragdo da
fenitrotiona em tomate.

11.3.8 VALIDACAO DO METODO MISPE-HPLC PARA DETERMINACAO DE
FENITROTIONA EM TOMATE

Para a validacdo do método MISPE-HPLC para a determinacao de FNT em
tomates foram avaliadas os seguintes parametros: seletividade, faixa linear de
trabalho, linearidade, sensibilidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LOD) e
limite de quantificacdo (LOQ), baseada na Instrucdo Normativa n° 24 de 14 de Julho
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de 2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil, na ANVISA
(2009) e na EC (2002).

111.3.8. 1 CURVA ANALITICA, LINEARIDADE E SENSIBILIDADE

A curva analitica foi obtida fortificando amostras branco de tomate em cinco
niveis de concentracao: 0,125; 0,250; 0,500; 1,000 e 2,000 pg g'1.

A linearidade (coeficiente de correlacéo linear, r) e a sensibilidade (coeficiente
angular) do método para a determinacdo de FNT foram obtidas através da curva
analitica, bem como a faixa linear de trabalho.

111.3.8.2 SELETIVIDADE

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas
obtidos na analise de amostras branco e para amostra branco fortificada com FNT
(1,0 ug g'), com o objetivo de avaliar a eventual presenca de interferentes da matriz

que pudessem comprometer a determinagao do agrotéxico.

111.3.8.3 PRECISAO

A precisao intra-ensaio foi obtida para trés niveis de fortificagéo (0,250, 0,500
e 1,000 pg g''), mediante a fortificagdo de amostras branco de tomate, analisadas em
quintuplicata (n=5), em um mesmo dia, pelo mesmo analista, no mesmo

equipamento, e expressas como o coeficiente de variagao (CV).

A precisao inter-ensaios foi obtida para trés niveis de concentracdo (0,250,

0,500 e 1,000 pg g™'), mediante a fortificacdo de amostras branco, analisadas em
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quintuplicata (n=5), em trés dias diferentes (n=3), pelo mesmo analista, no mesmo

equipamento, e expressas como o coeficiente de variagéo (CV).

111.3.8.4 EXATIDAO

A exatiddo do método foi avaliada mediante testes de recuperagdo. Para
tanto, amostras branco de tomate foram fortificadas com o analito em concentragdes
correspondentes aos niveis de concentracdo: 0,250, 0,500 e 1,000 pg g™, analisadas
em triplicatas (n=3), e os resultados transformados em porcentagem da quantidade

recuperada do analito.

111.3.8.5 LIMITE DE DETECCAO

O limite de detecgdo do método para a determinacdo de FNT em tomate foi
determinada a partir da razao sinal/ruido igual a 3, no seu tempo de retengao. Para
tanto, foram fortificadas amostras branco de tomate com concentracdes

decrescentes de FNT.

111.3.8.6 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificacdo para a FNT foi determinada a partir da razéo
sinal/ruido igual a 10. Para tanto, foram fortificadas amostras branco de tomate com
concentragcdes decrescentes de FNT.
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IV.1 MODELAGEM MOLECULAR

O desafio de projetar e sintetizar um MIP pode ser uma tarefa complexa,
especialmente por causa do grande numero de variaveis experimentais envolvidas,
como por exemplo: estrutura quimica do molde, propriedades fisico-quimicas dos
MF, tipos de reagentes e solventes, concentracdo dos reagentes, método de sintese,

tempo de polimerizacao, entre outros.

A fim de entender as propriedades do MIP em nivel molecular, 0 modelo dos
complexos FNT-MF foram otimizados (YAO, 2008). Em um primeiro momento, foram
realizados os calculos de modelagem molecular para a molécula da FNT e para cada
mondmero funcional avaliado, sem levar em consideracao o solvente na sintese, isto
€, os calculos foram executados no vacuo, a fim de verificar qual deles tém uma
interacdo mais forte com a molécula da FNT, prevendo, assim, qual seria o
mondmero funcional mais apropriado para complexar-se com o molde no processo
de sintese do MIP.

As estruturas dos mondmeros avaliados estdo apresentados na Figura IV.1.

Acido Metacrilico Acrilamida Acido p-vinilbenzéico Alilamina

(MAA) (Acido p-VB)

Figura IV.1. Estruturas dos monémeros funcionais avaliados.

A estrutura da FNT revela dois sitios de ligacbes possiveis para a
complexacdo com o mondémero funcional: o grupo NO: (grupo nitro) e o grupo
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fosforotioato. Sendo assim, a interagdo nesses dois sitios foi considerado nos
calculos. O valor médio da interagdo FNT-MF esta mostrado na Figura IV.2.

-2490
-2470 |
g
£ 2450 |
<
(O]
-2430 |

MAA  Acrilamida ApVB Alilamina

Monomeros Funcionais

Figura IV.2. Valor médio de AG para a interagao FNT-MF.

A energia mais favoravel para a formacdo do complexo FNT-MF foi obtida
para o acido metacrilico (MAA). Isso se deve a presenga do grupo carboxilico
estericamente e eletronicamente mais favoravel, formando liga¢gées hidrogénio mais
estaveis com o molde. Dessa forma, como observado também por Yao et al. (2008),
o MAA é o monémero mais adequado para ser usado no preparo do MIP. A energia
menos favoravel para a formagdo do mesmo complexo foi obtida para o acido p-
vinilbenzoico (ApVB). O ApVB apresenta maior impedimento estérico em relagdo ao
MAA devido ao seu grupo benzil (mais volumoso) ligado ao grupo funcional

carboxila.

A estrutura otimizada da interacdo FNT-MAA nos dois sitios de ligagdo da FNT

€ mostrada na Figura IV.3.
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MAA-FNT(NO,)

Figura IV.3. Estrutura otimizada da interacdo FNT-MAA, obtida através do programa

computacional Gaussian03.

Uma vez selecionado o mondémero funcional que interage mais fortemente

com o molde, foi realizado um estudo de modelagem molecular com a finalidade de

avaliar o efeito do solvente na interagéo entre o molde e o monémero funcional

durante a complexacao. De acordo com Dong et al. (2007), o solvente pode afetar

significativamente na interacéo entre o molde e o MF.

As estruturas dos solventes avaliados e seus respectivos valores de constante

dielétrica (¢) e de indice de polaridade (k') estdo apresentados na Figura IV.4.
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H

Tolueno Diclorometano
€ = 2,38 e = 8,93
kK'=2,4 K'=3,4

Figura IV.4. Estrutura dos solventes avaliados com as respectivas constantes
dielétricas (€) e indices de polaridade (k') (a 25 °C).

A Tabela IV.1 mostra os valores da energia de Gibbs da interacao entre a FNT

e o0 MAA no vacuo e considerando o solvente:

Tabela IV.1. Efeito do solvente na interacdo FNT-MAA.

Ambiente G / kJ mol™ AG / kd mol
Vacuo -2464.,8 -
Tolueno -2447,3 17,5
Diclorometano -2433,6 31,2
Agua -2410,7 54,1

Uma modelagem mais realistica dos sistemas de impressdo molecular nédo
deve incluir os efeitos do solvente. No entanto, a maioria das rea¢des ocorre no
solvente, o que leva a ter resultados diferentes dos previstos. O modelo de
solvatacédo baseado no PCM mostrou-se flexivel e preciso, em particular, pelo fato do
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analito ser acomodado em uma cavidade molecular de forma realistica (YAO et al.,
2008).

O procedimento de calculo para se obter o valor de energia de Gibbs
considerando o efeito do solvente é 0 mesmo que o descrito anteriormente (DFT).
Entretanto, o método PCM leva em consideracao a energia livre de Gibbs em
solucdo como a soma de trés termos: contribuicbes eletrostaticas e repulsao-
dispersao e energia de cavitacdo. Todos esses trés termos sao calculados através
de uma cavidade definida pelas interligacdes esferas-van der Waals centradas nas
posicoes atomicas (MORGON & COUTINHO, 2007).

A diferengca de energia de Gibbs da interacdo FNT-MAA no vacuo e em

solucéo (A) € empregada para caracterizar a interagdo entre a molécula e o solvente.

A magnitude de AG da interacdo FNT-MAA nos diferentes solventes, conforme
apresentado na Tabela IV.1, mostra a seguinte ordem:

| AG (Agua) | > | AG (Diclorometano) | > | AG (Tolueno) |

Para o complexo molde-MF, um valor mais negativo de G indica um processo
de complexacdo mais termodinamicamente favoravel, onde o solvente interfere
menos na interagdo entre o molde e o MF. Quanto maior for a magnitude mostrada
na relagdo acima, maior € a interferéncia do solvente na formagdo da ligagéao
hidrogénio que ocorre quando da interagdo do molde com o MF. Um solvente
aceitavel ndo deve interagir fortemente nem com o MF nem com o molde. Com isso,
vemos que solventes préticos interferem na formagdo do complexo e, dessa forma,
quanto menor for a constante dielétrica do mesmo, mais adequado ele é pra ser
utilizado como porogénico na sintese de um polimero de impressdo molecular.
Segundo Dong et al. (2007), a modelagem molecular da interacdo molde-MF levando
em consideracao o efeito do solvente pode ajudar na escolha de um solvente

apropriado, como uma aproximac¢ao complementar a selecao experimental.
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Finalizando os estudos de modelagem molecular, foram realizados os calculos
para estimar a energia de interacao da parationa, metilparationa e fentiona (analogos
estruturais da FNT) com o MAA, que foi o mesmo MF utilizado na sintese do MIP da
FNT. Este estudo serviu como suporte para o estudo de seletividade da FNT frente a

esses analogos estruturais, que sera tratado mais adiante.

A Figura IV.5 mostra os valores de energia de Gibbs para a interacdo da FNT

e analogos com o MAA no vacuo.

-4200
-3800 -
-3400 -

S

£ 3000 |

=

=

G 2600 | =
-2200 -

FNT PT MPT FT
Analogos Estruturais

Figura IV.5. Valor médio de AG para a interacdo FNT/analogo-monémero funcional

(FNT: fenitrotiona; PT: parationa; MPT: metilparationa; FT: fentiona).

Da Figura IV.5, podemos inferir que a interagcdo mais forte ocorre para o
complexo formado entre a MPT e o MAA. Também, verificamos que as energias
livres de Gibbs para os analitos avaliados sdo bem distintos um dos outros, com
excecao da FT, onde a diferenca em relacdo a FNT néao é tdo elevada como a dos

demais anélogos.

66



CAPITULO IV RESULTADOS E DISCUSSAQ

IV.2 SINTESE DO POLIMERO DE IMPRESSAO MOLECULAR

Segundo Chianella et al. (2002), o conceito basico de impressao envolve trés
estagios: (1) selecao dos componentes (molde, mondémeros funcionais, reagente de
ligacdo cruzada, iniciador radicalar e solvente); (2) formagcdo do complexo molde-

monomero funcional em solugéo e (3) processo de polimerizacao

A formacao de um complexo entre o molde e o0 monémero funcional em um
solvente porogénico é o primeiro passo no processo de impressdo (DINEIRO et al.,
2006). A natureza do molde e mondémeros e a reacao de polimerizacao determinam a
qualidade e o desempenho do produto polimérico. Além disso, a quantidade e a
qualidade dos sitios de reconhecimentos do MIP é uma funcéo direta do mecanismo
e extensao das interacdes molde-monémero funcional presente na pré-polimerizacao
(OKUTUCU & TELEFONCU, 2008). O elemento crucial para o sucesso do
procedimento de impressdao molecular é a criagdo de um forte complexo entre o
molde e o mondémero funcional, cujo complexo deve ser preservado durante a etapa
de polimerizacdo. No entanto, devido a natureza exotérmica da reacdo de
polimerizacao e as mudancas conformacionais dos monémeros e molde, é inevitavel
que alguma porcentagem do complexo pré-formado seja destruida e/ou modificado
no polimero resultante. Desde que essas mudangas possam ser suficientemente
minimizadas quando uma interacao forte entre o0 molde e os MF é alcancada, a
escolha do MF é de extrema importancia (CHIANELLA et al., 2002). De acordo com
Zhang et al. (2008), a for¢a da interacao entre o molde e o MF determina a precisao
das cavidades de ligagao e a seletividade no processo de reconhecimento molecular.

Os polimeros de impressdo molecular foram sintetizados de acordo com as
energias de interagdes previamente calculadas (item IV.1) para o complexo molde-
MF obtidas através dos estudos de modelagem molecular. A energia mais favoravel
para a formacao do complexo FNT-MF foi obtida para 0 MAA e, a menos favoravel,
foi obtida para o ApVB.

O MIP foi sintetizado por meio de interacbes ndo-covalentes, usando FNT
como molde, MAA ou ApVB como monémero funcional, EGDMA como reagente de
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ligacao cruzada e tolueno como solvente porogénico. O mesmo procedeu-se para o
NIP, com excecdo da adicdo do molde na sintese. Tanto o MAA como o ApVB
apresentam a possibilidade de interagdes por meio de ligacdes de hidrogénio entre o

mondmero e 0 molde a ser impresso.

Para uma impressdao molecular n&o-covalente, as reagdes intermoleculares
complementares entre 0 molde e o MF sdo um fator essencial na afinidade e
seletividade subsequiente dos polimeros impressos. Polimeros preparados a partir de
interacdes nao-covalentes, freqlentemente apresentam didmetro de particulas e
sitios seletivos menos uniformes. No entanto, estas interacbes sdo mais facilmente
formadas (TARLEY et al., 2005).

As interacdes, no caso nao-covalentes, sao responsaveis pela formacao do
complexo molde-MF durante a sintese do MIP. Este complexo obedece ao principio
de Le Chatelier. Assim, quantidades superiores do monémero em relacdo ao analito
(geralmente 4:1), devem ser empregadas com intuito de deslocar o equilibrio, a fim
de formar uma maior quantidade de complexos (CORMACK & ELORZA, 2004,
TARLEY et al., 2005; SPIVAK, 2005). A partir do mecanismo geral de formacao dos
sitios de ligagcdo do MIP, a formacéo de cada “sitio de ligagao” individual é atribuido a

uma molécula molde individual que é rodeado pelos MF no complexo pré-polimérico.

A sintese dos polimeros foi realizada empregando-se uma relacdo FNT:MF na
proporgao de 1:4 de modo que todos os sitios disponiveis do molde participassem da
interagdo com o mondémero funcional, favorecendo a formacao de sitios com alta
afinidade e especificidade. A formagdo do complexo pré-polimérico pode ser
favorecida aumentando a quantidade do MF ou a quantidade do molde, ou ambos.
Entretanto, o incremento da concentracao de MF resulta em uma igual diminuigéo da
concentragdo de RLC. Por outro lado, o complexo pré-polimérico pode ser também
favorecido pelo aumento da concentracdo do molde. Esta é uma perspectiva
interessante porque a concentracdo do molde pode, em teoria, ser aumentada sem
qualquer alteracdo na composicdo dos mondmeros funcionais incorporados no
polimero final. Isto ocorre porque o molde ndo € covalentemente incorporado dentro

do polimero final e € removido no final do processo de impressdo. Uma estratégia
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entdo, para maximizar o complexo molde-MF é aumentar a concentracdo do molde o
suficiente para conduzir o equilibrio em direcao ao complexo, mantendo a proporgao
entre o molde e o reagente de ligacdo cruzada em um valor 6timo de 4 (SPIVAK,
2005).

O processo de polimerizacao deve ser conduzido em atmosfera inerte pois o
oxigénio dissolvido retarda a polimerizacao por radicais livres. A remocao do oxigénio
dissolvido foi realizada por pelo uso de ultra-som e purga com gas nitrogénio antes
do inicio da polimerizacao.

IV.3 DETERMINACAO DA FNT, PT, MPT E FT POR VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA (SWV)

A determinacéao eletroquimica da FNT ou de seus analogos foi realizada por
meio de um eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE), empregando-se a

técnica de voltametria de onda quadrada.

A quantificagcdo da FNT e de seus andlogos foi realizada mediante curva
externa no intervalo de 0,5 a 3 10° mol L. Todas as solucdes foram desaeradas

com N, por cinco minutos, antes das analises.

Voltamogramas tipicos de onda quadrada referentes as concentragcbes de
FNT sdo mostrados na Figura IV.6. Os voltamogramas para as os analogos
apresentam o mesmo comportamento. Observa-se que a corrente de pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentragéo e que ocorre um deslocamento
do potencial de pico indicando a caracteristica adsortiva do processo. A reducao do
grupo NO2 a hidroxilamina da FNT e de seus analogos PT e MPT & irreversivel nas
condicoes avaliadas.

R-NO; + 4e¢ + 4H" > R-NHOH + HO
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Figura IV.6. Voltamogramas de onda quadrada para FNT em diferentes
concentracdes. Condicdes experimentais: eletrélito suporte: tampao acetato 0,10 mol
L'empH 4,75, f=250s", a=40 mV, AEs = 4 mV.

IV.4 EsSTUDOS DE ADSORCAO E ISOTERMAS DE ADSORCAO

IV.4.1 EsTubpo bo MEIO DE ADSORCAO E CONSTRUCAO DAS ISOTERMAS
DE ADSORCAO

Este estudo de adsorcao foi realizado com o objetivo de estabelecer o meio
em que ocorrera a maior adsorcdo da FNT pelo MIP, avaliando assim a sua

capacidade de reconhecimento molecular. Com isso, a adsorcdo do analito foi
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estudada em sete meios de polaridade diferentes, usando uma mistura de solventes

tolueno:ACN em diferentes proporgdes.

A FNT nas solugbes amostra foi determinada por voltametria de onda
quadrada.

A quantidade de FNT adsorvida pelo polimero foi estimada através da
Equacao IV.1.

B=I1-F (EquacaoIV.1)

onde:
B é a concentracdo de FNT adsorvida pelo polimero (mmol L™ g™);
I é a concentracgao inicial da solugao;

F é a concentracédo de analito livre (mmol L.

A porcentagem de FNT adsorvida foi calculada através da Equacao IV.2.

FNT(%) = ? X 100 (Equacdo IV.2)

A Figura IV.7 llustra como ocorre o processo de adsorcdo. O polimero e o
analito, presentes no mesmo frasco, sdo incubados e permanecem sob agitacao por
24 h. No final, tem-se que uma quantidade de analito permaneceu livre em solugéo,
em equilibrio (F). Subtraindo da quantidade inicial do analito na solucao, I, obtemos a
quantidade de analito que foi adsorvido pelo polimero, B (concentracao de analito

adsorvido/g de polimero).
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Figura IV.7. Esquema ilustrativo do procedimento de adsorcdo (Adaptado de
GARCIA-CALZON & DIAZ-GARCIA, 2007).

A Figura IV.8 mostra a quantidade de FNT adsorvido pelos polimeros
impresso e nao-impresso nas diferentes porcentagens de tolueno da solugéo
contendo ACN, bem como o coeficiente de seletividade relativo, B, que é calculado
através da razao entre a quantidade de analito adsorvida pelo MIP e pelo NIP.

72



CAPITULO IV RESULTADOS E DISCUSSAO

60 9
- 8
50 |
_ -7
2
> 40 6 = MIP
2 - 5
2 30 - B ENIP
S -4
S
S 20 -3 “p
-
z L 2
10 -
-1
0 )

25 50 65 80 85 90 95

% Tolueno em Acetonitrila

Figura IV. 8. Adsorcdo de FNT pelos polimeros MIP e NIP e valor do coeficiente de

seletividade relativo nos meios estudados.

Como pode ser observada na Figura IV.8, entre 25 e 65% de tolueno em
ACN, a adsorgcéo de FNT no MIP néao foi superior a 20%. Ainda, ndo houve uma
diferenga significativa entre a adsor¢cdo da FNT no MIP e NIP nestas condi¢ées. O
MIP apresenta cavidades especificas, criadas pela polimerizacdo em torno do
complexo molde-monémero funcional e sitios ndo especificos de ligacdo, formados
por grupos funcionais de moléculas do mondémero funcional ou do reagente de
ligacao cruzada. Como estes sitios ndo especificos também estdo presentes no NIP,
o material reteve a FNT devido a capacidade de formacao de ligacdes de hidrogénio
com o mesmo. A presenca dos sitios ndo especificos é justificada pelo excesso do
monémero  funcional empregado durante a sintese dos polimeros.
Consequentemente, o excesso de mondémeros livres, como ocorreu no caso da FNT,
teve a desvantagem de possibilitar a formagao de sitios ndo especificos de ligacéo,

acarretando desta forma no surgimento de interacbes nao especificas em ambos os
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polimeros, impresso e de controle (TAMAYO et al., 2003; CARO et al., 2006; CAl &
GUPTA, 2004).

Diminuindo-se a polaridade do meio (80 a 90 % de tolueno) pbéde-se verificar
melhor seletividade na adsor¢cdo da FNT. No caso do MIP, a retencdo do analito foi
de 50%; em contrapartida, no polimero nao-impresso, a retencao foi de apenas 10%.
Esta diferenca na adsorcdo da molécula pode ser explicada pelo efeito de meméria
do solvente. Segundo esta teoria, a adsorcao de uma molécula é favorecida quando
o ambiente de sintese é reproduzido (CAlI & GUPTA, 2004). Como o MIP foi
sintetizado em meio apolar, o reconhecimento molecular sé foi possivel quando a
polaridade da solucdo tornou-se mais parecida com a condicdo de sintese do

material.

Diminuindo ainda mais a polaridade do meio, percebe-se que a porcentagem
de adsorcao do MIP diminui. Embora o tolueno seja um solvente aprético e, portanto,
com baixa capacidade de formacao de ligagdes de hidrogénio, a grande solubilidade
da FNT neste meio pode ter sido responsavel pela queda da adsorcdo do analito,
chegando a um valor muito reduzido (aproximadamente 10%) quando em
tolueno/ACN (95:5, v/v).

As isotermas de adsorcao foram construidas para os polimeros sintetizados
com o MAA e com o ApVB. Para tanto, a adsor¢cdo de FNT pelos polimeros foi
estudada em dez diferentes concentracdes, na faixa de 0,5 a 7,5 mmol L. As
aliquotas do sobrenadante foram analisadas por SWV, conforme descrito no item
111.3.3. O ajuste dos modelos de adsor¢éo foi realizado com auxilio do software Origin
8.

A quantidade de FNT adsorvida pelos polimeros sintetizados com MAA e
ApVB em fungédo da concentracéo livre de FNT apds o tempo de adsorgédo (24 h)
estdo mostradas na Figura IV.9, onde

B = Concentragao de FNT adsorvida x 1000 (Equagéo IV. 3)

Massa de polimero
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Um modelo de adsorcao especifico, que apresenta uma relacdo matematica
particular entre a concentracao de FNT adsorvida pelo polimero (B) e a concentragcéao
de FNT livre na solucéo (F), pode ser usado para ajustar os dados experimentais ao
modelo mais adequado. Essa relacdao matematica tem sua base nas suposicoes a
cerca da composicao fisica do sistema, especificamente o nimero de diferentes tipos
de sitios de ligagdo no polimero e suas relativas populacées (YAN & RAMSTROM,
2005).

A selecao do modelo de adsorcao € primariamente baseado na sua habilidade
em reproduzir precisamente a isoterma construida a partir de dados experimentais,
onde este deve refletir a distribuicdo dos sitios ligados no sistema medido a fim de
gerar parametros de adsorgao reais. Em geral, as isotermas de adsor¢ao podem ser
classificadas em dois tipos: homogéneas e heterogéneas. Modelos homogéneos
(modelos discretos) assumem que existe somente um tipo de sitio de ligacao,
considerando-os bem separados e caracterizados pela estequiometria 1:1,
caracteristicas que coincidem com o modelo de adsorcao de Langmuir. O modelo de
adsorcao de Langmiiir propée um mecanismo de adsor¢ao homogénea, assumindo a
uniformidade da superficie do polimero e os sitios de ligacdo energeticamente
idénticos. O segundo tipo sdo modelos heterogéneos (modelos continuos) que
assumem que o sistema tem dois ou mais diferentes tipos de sitios de ligagcdo no
polimero, onde o0s analitos podem ser adsorvidos pelos polimeros com
estequiometrias diferentes de 1:1. Os modelos heterogéneos apresentam energia de
distribuicdo para a adsorgédo dos sitios de ligagdo variando de forma exponencial,
indicando que a adsorcao das espécies em solugcdo aumenta com o0 aumento da sua
concentragédo, em sistemas suficientemente diluidos (UMPLEBY Il et al., 2004).

Os modelos heterogéneos tém sido amplamente utilizados para caracterizar
os polimeros de impressao. Apresentam caracteristicas heterogéneas os modelos de
Bi-Langmuir, Freundlich e Langmuir-Freundlich (UMPLEBY Il et al,, 2004, YAN &
RAMSTROM, 2005).
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Para que pudesse ser feita uma avaliacao de qual modelo de adsorcao seria

mais adequado para explicar os dados experimentais, foram plotados os graficos log

B vslog F para todos os polimeros (Figura IV.9):
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Figura 1V.9. Gréfico de log B vs log F para todos os polimeros.

Como pode ser verificado na Figura IV.9, as curvas plotadas apresentam

duas regides de comportamentos distintos. Para todos os polimeros, do primeiro ao

oitavo ponto, ocorre uma adsorcgao crescente de FNT a baixas concentragdes (regiao

de sub-saturacdo), sendo uma regido ajustada pelo modelo de Freundlich. A partir do

oitavo ponto, observa-se uma saturacado dos sitios de ligacéo (regidao de saturacéao),
sendo uma regido ajustada pelo modelo de Langmuir (YAN & RAMSTROM, 2005).

Como nenhum dos dois modelos pode, isoladamente, ajustar os dados

experimentais de maneira adequada, as isotermas experimentais foram ajustadas

pelo modelo de Langmuir-Freundlich (LF). Esse modelo tem a vantagem de modelar
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regides de saturacdo e sub-saturacao das curvas. Por esta razao o mesmo pode ser
aplicado a qualquer tipo de polimero impresso que contenha sitios de ligacao
homogéneos e heterogéneos. Desta forma, este é o modelo universal para descrever
o comportamento de adsor¢dao nos polimeros impressos (RUSHTON et al., 2005;
TAMAYO et al., 2003)

O ajuste dos pontos de cada isoterma ao modelo LF foi feito através da

Equacao IV.4:

_ N,AF™
" 1+ AFm

(Equacao 1V.4)
onde:

N: € o numero total de sitios de ligacao;

A é a média de afinidade de ligacao;

m é o indice de heterogeneidade;

F é a concentracao de analito livre.

A Figura IV.10 mostra o ajuste da isoterma experimental obtida pelo MIP
sintetizado com MAA pelo modelo de Langmuir-Freundlich e a Tabela IV.2 apresenta

os coeficientes de ajuste obtidos.
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Figura IV.10. Isotermas de adsor¢ao do MIP e NIP sintetizados com MAA ajustadas

ao modelo de Langmuir-Freundlich.

Tabela 1V.2. Coeficientes de ajuste ao modelo de Langmuiir-Freundlich.

Polimero N; / pmol g~ A/ mmol m R

MIP-MAA 103,35 0,354 0,68 0,999
NIP-MAA 19,502 0,353 0,548 0,995
MIP-ApVB 53,773 0,144 0,375 0,990
NIP-ApVB 17,828 0,161 0,300 0,999

Os resultados apresentados na Tabela IV.2 mostram a grande diferenca no
valor do numero total de sitios de ligacao entre os MIP e os NIP. De acordo com o
valor de m, o MIP e o NIP sintetizados com MAA tem um apreciavel carater
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homogéneo em relacdo aos sintetizados com ApVB. Quando m=1, o polimero é
considerado homogéneo e quando m=0, o polimero é considerado heterogéneo
(TAMAYO et al., 2003).

IV.4.2 COMPARACAO DA EFICIENCIA DE ADSORCAO ENTRE OS

POLIMEROS SINTETIZADOS com 0S MoNOMEROS MAA E APVB

Para fazer uma avaliacdo dos resultados tedricos obtidos pelos estudos de
modelagem molecular da interacdo FNT-MF, foram realizados estudos de adsorcéo
para o melhor monémero funcional (MAA) e para o pior monémero funcional (ApVB),
evidenciados a partir dos calculos de modelagem molecular (item [V.1) (Figura
IvV.11).
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Figura IV.11. Adsorcdo de FNT pelos polimeros MIP e NIP dos mondémeros

funcionais MAA e ApVB e seus valores de coeficiente de seletividade relativos.

79



CAPITULO IV RESULTADOS E DISCUSSAQ

A Figura IV.11 nos mostra a comparacao entre a % de adsorgcado de FNT pelo
polimero sintetizado com MAA e pelo polimero sintetizado com ApVB. O valor de B
para o polimero sintetizado com MAA é de aproximadamente 8,4, enquanto para o
polimero sintetizado com ApVB € de aproximadamente 7,9. Desta forma, os
resultados tedéricos sdo comprovados experimentalmente e, assim, podemos concluir
que o polimero impresso utilizando o MAA como mondémero funcional apresenta

maior especificidade dos sitios seletivos no processo de reconhecimento molecular.

IV.4.3 AVALIACAO DA SELETIVIDADE DO MIP DA FENITROTIONA FRENTE

A SEUS ANALOGOS

A alta seletividade do MIP é atribuida a sua estrutura tridimensional e a
adequada distribuicdo dos mondémeros funcionais em posicoes estratégicas ao redor
da molécula molde. Assim, torna-se necessario efetuar estudos que avaliem a
retencdo (no MIP) de moléculas estruturalmente semelhantes ao molde, com o

objetivo de assegurar a efetiva seletividade do sitio especifico de reconhecimento.

O sucesso da impressdao molecular ndo pode ser avaliado exclusivamente
pela habilidade do MIP de adsorver o molde, mas também na sua capacidade de
discriminacao entre moléculas analogas (KIRK et al., 2009). Desse modo, o MIP
deve apresentar uma alta adsor¢cdo do molde em relagdo ao NIP, bem como uma
baixa afinidade pelos analogos.

A avaliacao da seletividade do MIP frente a FNT foi realizada através de um
estudo de adsorgéo, conforme realizado por Liu et al. (2007). No estudo de adsorgéo,
foram avaliados os analogos estruturais parationa, metilparationa e fentiona, além do
analito de estudo (FNT), conforme descrito no item 111.3.5. O solvente empregado foi
uma mistura de tolueno:ACN (80:20, v/v).

Para o estudo, foram avaliados trés compostos analogos, que apresentam
estrutura quimica semelhante a FNT, como mostrado na Figura IV.12.
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Figura IV.12. Estrutura da fenitrotiona e de seus analogos estruturais.

A curva analitica utilizada no estudo da seletividade do MIP, obtida por SWYV,
foi linear no intervalo de 0,5 a 3,0x10° mol L™, apresentando uma sensibilidade de
0,09229 A L mol' e linearidade (r) 0,999. Todos os compostos avaliados sofrem
reducdo no mesmo potencial e, apresentam a mesma resposta no eletrodo de

mercurio.

A porcentagem de FNT, PT, MTP e FT foi calculada conforme descrito
anteriormente no item IV.5.1, empregando as Equacoes IV.1 e IV.2.

Os resultados do estudo de adsorgcao para a seletividade sao mostrados na
Figura IV.13.
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Figura IV.13. Adsorcdo de FNT e analogos pelos polimeros MIP e NIP e seus

respectivos valores de coeficiente de seletividade relativo.

O polimero impresso MIP apresentou maior afinidade pela molécula da FNT
do que pelas substancias analogas, o que confirma seletividade ao material mediante

estudo de adsorcao.

A interacdo da FNT é significativamente maior com o MIP do que com o NIP,
evidenciando a interagdo da FNT com sitios especificos do material sintetizado com

a molécula molde.

A interacdo da molécula dos andlogos com os polimeros impresso € nao-
impresso ocorre preferencialmente através de sitios ndo-especificos, uma vez que

nao ha diferenca significativa entre a quantidade adsorvida de FNT pelo MIP e NIP.

O NIP apresenta sitios de ligagdes nao-especificos formados por grupos
funcionais de moléculas do MF ou do RLC que foram empregados em excesso na
sintese. Além do material reter a FNT devido a capacidade de formacao de ligacoes

de hidrogénio com o mesmo, reteve também os compostos analogos. O excesso de
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monomeros livres teve a desvantagem de possibilitar a formacdo de sitios nao-
especificos de ligacdo, acarretando desta forma no surgimento de interagdes nao-

especificas, justificando assim a retencao dos analogos pelo NIP.

Os estudos de modelagem molecular da interacdo entre o analito (FNT, PT,
MPT ou FT) e o acido metacrilico podem ser utilizados para justificar a maior
afinidade do polimero impresso pela molécula da FNT em relagdo aos seus analogos
estruturais. A grande diferenca no valor da energia de Gibbs, ndo sendo relevante a
grandeza, indica que a retencdo do analito nos sitios especificos é favorecida por
substancias que apresentam o mesmo valor de energia do analito utilizado como
molde na sintese do polimero impresso, devido ao fato que fatores como tamanho da
molécula, afinidade pelo mondmero e geometria molecular estdo envolvidos (WU et
al., 2005).

IV.4.4 COMPARACAO DA EFICIENCIA DE ADSORCAO ENTRE OS
POLIMEROS SINTETIZADOS coM MAA Em DIFERENTES SOLVENTES

Uma vez selecionado o melhor monémero funcional (MAA), foram realizados
estudos de modelagem com a finalidade de avaliar o efeito do solvente na interacao
FNT-MAA. Para fazer uma avaliagdo dos resultados tedricos obtidos pelos estudos
de modelagem, o polimero sintetizado no presente trabalho utilizando como solvente
porogénico o tolueno, foi comparado com os polimeros sintetizados por Pereira e
Rath (2009), utizando os mesmos procedimentos de sintese, com exceg¢do da
utiizacgo de DCM e ACN como solventes porogénicos. Dessa forma, uma
comparacgao entre as percentagens de FNT adsorvidos pelos respectivos polimeros
sintetizados em cada um dos solventes foi realizada através de estudos de adsorcao,
avaliando em qual solvente ocorre uma retencdo mais seletiva da FNT (Figura
IV.14):
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Figura IV.14. Adsorcao de FNT pelos polimeros MIP e NIP nos solventes avaliados e

seus valores de coeficiente de seletividade relativo.

A interacdo entre o0 molde e o MF foi influenciada pelos porogénios com
diferentes constantes dielétricas e capacidades de ligagdo hidrogénio, levando a
diferentes afinidades e seletividades dos polimeros resultantes.

A Figura IV.14 nos mostra a comparacao entre a % de adsorcao de FNT pelo
polimero sintetizado com MAA nos diferentes solventes avaliados, sendo que dois
deles foram avaliados pelos estudos de modelagem molecular. Como ja era
esperado pelos célculos obtidos pela modelagem molecular, o tolueno (¢ = 2,38)
apresentou um valor de B de 8,4, o diclorometando (¢ = 28,93) apresentou um valor

de B de 4,1 e a acetonitrila (¢ = 36,48) apresentou um valor de 3 de 2,4.

De acordo com Kyzas et al. (2009), os MIP de modo geral demonstram um
melhor desempenho em solventes organicos hidrofébicos, como cloroférmio ou
tolueno. Isto pode ser explicado pelo fato de que solventes apolares eliminam as
interacdes hidrofébicas ndao-especificas e criam um melhor ambiente para interagcbes
eletrostaticas as quais desempenham um importante papel no reconhecimento
molecular. Conforme pode ser verificado na Figura IV.4, o solvente que apresenta
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menor valor de € e consequentemente apresenta maior carater organico € o tolueno,

0 que condiz com os resultados acima explicitados (Figura IV.14).

IV.5 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR

Os materiais impressos altamente reticulados formados durante o processo de
impressdo molecular sdo parte de uma classe de materiais conhecidos como
polimeros macroporosos. MIP sao sélidos e, portanto, ndo podem ser caracterizados
por métodos comumente empregados para caracterizagao de polimeros em solugao,
como por exemplo, cromatografia de permeacdo em gel e técnicas de RMN em
solugdo. Além disso, devido ao fato dos MIP serem amorfos, métodos de
microscopia ou de cristalografia ndo podem ser usados para determinar a estrutura
dos sitios de ligacdo dos MIP, embora a microscopia tenha sido empregada na
compreensao da morfologia macroscopica dos mesmos (SPIVAK, 2005). Portanto,
ha somente um numero limitado de métodos de caracterizacao fisica direta para
polimeros impressos. Estes incluem area superficial e medidas de porosidade,
espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear do estado solido e
estudos de adsorcdo (CORMACK & ELORZA, 2004; SPIVAK, 2005; KYZAS et al.,
2009).

IV.5.1 INFRAVERMELHO coM TRANSFORMADA DE FOURIER

Os espectros de FT-IR, obtidos em pastilhas de KBr, para o MIP e NIP
utilizando o MAA como monémero funcional sdo mostrados na Figura IV.15 e os
espectros para o MIP e NIP utilizando o ApVB como monémero funcional séo
mostrados na Figura IV.16.
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Figura IV.15. Espectros de FT-IR (KBr) do MIP e NIP utilizando o monémero
funcional MAA.

—MIP
——NIP
o
5
S
(&)
c
;g
E
(/2]
c
o
|—
5%

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda / cm”

Figura 1V.16. Espectros de FT-IR (KBr) do MIP e NIP utilizando o monémero
funcional ApVB.
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As bandas dos espectros para o MIP e NIP estao descritas na Tabela IV.3:

Tabela IV.3. Bandas de absorcao para os espectros de FT-IR do MIP e NIP (XU et
al., 2010).

Numero de Onda (cm™) Banda
3580 Estiramento do grupo COOH monomérico
2986 Estiramento C-H
1733 Estiramento C=0 do grupo éster e COOH
1639 Estiramento C=C (grupos vinila ndo-reagidos)
1400 Deformacao angular C-O do grupo éster

Conforme demonstrado nas Figuras IV.15 e IV.16, ndo sdo observadas
diferencas em relagdo a composig¢ao quimica dos polimeros MIP e NIP. Isso ocorre
porque ambos 0s materiais foram sintetizados da mesma forma, exceto pela adigao
do molde ao polimero nao-impresso. Esse fato indica que a remocao da FNT da rede
polimérica foi realizada com éxito e, desse modo, ndo houve incorporacdo da
molécula a cavidade. A presenga de bandas de estiramento do grupo O-H em 3580
cm’' indica a existéncia de grupos carboxilicos no polimero, atribuindo ao polimero a

capacidade de poder formar ligagdes hidrogénio com o molde (DONG et al., 2005).

O grupo NO, apresenta bandas de absorgdo intensas ente 1553 e 1347
referentes as deformacdes axial assimétrica e simétrica de grupo NO: ligado ao anel
aromatico da FNT.

87



CAPITULO IV RESULTADOS E DISCUSSAO

1V.5.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ">C com POLARIZACAO
CRUzADA E ANGULO MAGIco DE ROTACAO

Uma medida quantitativa do total de ligacées duplas que nao reagiram em
diferentes materiais impressos pode ser obtida diretamente por ressonéancia
magnética nuclear de '°C. Todos os outros grupos funcionais de interesse que s&o a

base de carbono, também podem ser quantificados usando esta técnica.

Para obter informacdes dos diferentes tipos de carbono encontrados nos
polimeros impresso e ndo-impresso, foi utilizada a ressonéancia magnética nuclear do
estado solido, empregando a técnica de polarizagdo cruzada com angulo magico de
rotacdo (CP-MAS).

Os espectros para o MIP e NIP utilizando o acido metacrilico como monémero
funcional sdo mostrados na Figura IV.17:

—MIP
—NIP

— 1 T - T T~ T *~ T T T * T
240 210 180 150 120 90 60 30 0

&/ ppm

Figura IV.17. *C CP-MAS NMR do MIP e do NIP utilizando o monémero funcional
MAA.
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Os espectros para o MIP e NIP utilizando o ApVB como mondémero funcional

sé&o mostrados na Figura IV.18:

— MIP
—— NIP

— —
240 210 180 150 120 90 60 30 0
&/ ppm

Figura IV.18. '*C CP-MAS NMR do MIP e do NIP utilizando o monémero funcional
ApVB.

A Tabela IV.4 ilustra as ressonéncias apresentadas conforme mostrada pelas
Figuras IV.17-IV.18.

Tabela IV.4. Ressonancias apresentadas nos espectros do MIP e NIP (SPIVAK,
2005).

Deslocamento (ppm) Ressonéancia
20-80 Grupos metila e metileno do EGDMA e MAA
100-130 Ligacoes duplas nao reagidas do EGDMA
160-180 Grupos C=0 no EGDMA e MAA
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De acordo com o exposto acima e com os espectros do MIP e do NIP, pode-
se reafirmar que os dois materiais, do ponto de vista de duplas ligagcdes que nao

reagiram, sao iguais.

IV.5.3 MicroscoPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As estruturas das particulas dos polimeros sintetizados com MAA e com ApVB

foram estudadas por MEV.

Analisando as micrografias dos polimeros (Figuras 1V.19-IV.20), nota-se a
existéncia de apreciaveis diferengcas na morfologia dos MIP e dos NIP. Para fins
comparativos entre as morfologias dos mesmos, serdo comparados apenas aqueles
sintetizados usando como MF o MAA, pois 0 uso do ApVB como monémero na
sintese gera polimeros com morfologias altamente irregulares. Entdo, analisando as
micrografias da Figura IV.19, pode ser visto que a superficie do MIP apresenta uma

estrutura mais regular que a do NIP.

A estrutura irregular do NIP pode ser justificada pelo fato de que sitios nao
especificos de ligacao foram criados na matriz polimérica. A maior homogeneidade
dos polimeros impressos pode ser justificada pela criacdo dos sitios seletivos de
ligagéo, o que pode vir também a explicar a alta capacidade de adsorcao seletiva dos
MIP (YAO et al., 2008)
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Figura IV.19. Imagem de MEV do MIP (A) e NIP (B) sintetizado com o MAA
(aumento de 30000 vezes).

Figura IV.20. Imagem de MEV do MIP (A) e NIP (B) sintetizado com o ApVB

(aumento de 20000 vezes).
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Analisando a Figura IV.20, vemos que o MIP apresenta-se como um material
mais homogéneo em relacdo ao NIP. Mesmo sendo sintetizados com os mesmos
componentes, exceto pela adicdo do molde, os polimeros impresso € nao-impresso

apresentam morfologias diferentes.

A diferenca na porosidade dos materiais foi nitida. Conforme mostra a Figura
IV.21, o MIP apresentou-se com um aspectos mais poroso do que o polimero nao-
impresso. De acordo com Farrington e Regan (2007), por causa desta caracteristica
0s polimeros impressos possuem maiores areas superficiais e volume de poros do
que os polimeros nao-impressos. A confirmagdo dessa hip6tese estd demonstrada
no item IV.5.4.

Figura IV.21. Imagem de MEV do MIP (A) e NIP (B) sintetizado com o MAA

(aumento de 50000 vezes).

92



CAPITULO IV RESULTADOS E DISCUSSAQ

IV.5.4 ESsTUDOS DE POROSIMETRIA USANDO ENSAIOS DE ADSORCAO DE
NITROGENIO ATRAVES DO METODO BET

A confirmacao da diferenca na porosidade dos materiais foi obtida através de
ensaios de porosimetria de sorcao de nitrogénio, empregando o método BET e BJH.

Uma isoterma de adsorcédo de nitrogénio tipica estd apresentada na Figura
IV.22. As isotermas para todos os polimeros obtiveram um coeficiente de correlacao

superior a 0,999 e sdo caracterizadas como sendo do tipo II.

3 —
L T
Ads Das
204.00 4 :
I 1 I I I
S e ——— 2 Y. P |- S ——— - . ——————— P S J——
280.00 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
I I I 1 F I
1 1 1 1 4 1
! 1
I l I I i I
1 1 I 1 i 1
g S e e T [Ecta e e L e e e L e s s s e e e )
240.00 1 1 I I I
1 1 I 1 1
| | | | w |
| : | | /ch |
1 1 1 1 ol 1
L orresmaw e TSRO SR —— S Y 1 I
200.00 I I I I ]
200.00 i i i | /IZI |
1 1 I 1 r 1
L !
1 1 1 ! P 1
_ : ] : ra g ;
I 1 I Y 1
> S S T b s o s Lo s e ey ‘JZL/,_}_ _____________ Lol
"’E 160.00 : | 0 [ /_5__5.’ i z
(6] 1 1 I { : : :
N 1 1 b i : :
[} i i g
g | : - | |
| | - e ol | 1
= 12000 [T T T TTT T P R e EFE’ i, 1 S o E T o
(o] 1 e 1 1 1
> B i o i i i
a P | 1 1 1
e L 1 ] 1 1
__,.E| S G 1 1 1 1
] AT 1 1 1 1
el ST R e T e s B e e e s (]
80.00 i &
& o ! : : : :
. I 1 1 l 1
2 1 1 1 1 1
o 1 1 1 1 1
I I I I I
1 1 1 1 1
1 1 1 1
§E00 T[T EAEETERERES AR IR RS RS e e S TR T AR T
I 1 1 I I
1 1 1 I 1
1 1 I 1 1
I I I I I
1 1 1 1 1
1 1
0.00 A ' ; ; i
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Pressao relativa (p/p,)

Figura IV.22. Isoterma de adsorcao de nitrogénio pela técnica de BET para o MIP

sintetizado com MAA.
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Os valores de area superficial obtidos pela técnica BET e os valores de
volume e tamanho médio dos poros obtidos pela técnica BJH para os polimeros
sintetizados em MAA e em ApVB, no porogénico tolueno, estdao apresentados na
Tabela IV.5:

Tabela IV.5. Porosimetria dos polimeros sintetizados com MAA e ApVB, em tolueno.

Area Superficial Volume do poro Diametro do poro

Polimero m?lg em am
MIP-MAA 308,0 0,4 5,4
NIP-MAA 267,5 0,3 4,6
MIP-ApVB 96,7 0,1 4,5
NIP-ApVB 86,6 0,09 4,4

Como pode ser verificado, o tamanho dos poros é maior no MIP do que no
NIP, certamente devido a presenca da molécula de FNT quando da sintese do
mesmo (FARRINGTON & REGAN, 2007). Também, nao foi observado grande
variacao no volume e didmetros médios entre os MIP e NIP para cada MF, pois todos
foram sintetizados com a mesma quantidade de um mesmo solvente porogénico, o

tolueno.

A morfologia dos MIP, mostrado na Figura IV.23, é caracterizado, de modo
geral, a partir de nucleos que se formam em torno do iniciador que cresce entre 10 e
30 nm de diametro e, em seguida, se agrega a outros nucleos para formar
microesferas com diametros entre 100 e 200 nm. Essas microesferas agregam-se a
grupos maiores (clusters), formando o corpo do polimero. A porosidade e area
superficial resultantes nos MIP s&o originados a partir de vazios irregulares
localizados entre os clusters das microesferas (macroporos, que apresentam
diametro superior a 50 nm), ou a partir do espaco intersticial de um determinado
cluster de microesferas (mesoporos, que apresentam diametro entre 2 e 50 nm), ou

mesmo dentro das proprias microesferas (microporos, com diametros inferiores a 2
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nm). Os valores tipicos para a area superficial de polimeros impressos estao na faixa
de 100 a 400 m?/g. Para a distribuicdo de tamanho dos poros, ha tanto macroporos e
mesoporos na faixa de 2 a 100 nm, e microporos de 0,6 a 2 nm de diametro
(FARRINGTON et al., 2006).

De acordo com os dados experimentalmente obtidos, todos os polimeros
podem ser considerados como mesoporosos, uma vez que apresentam uma area

superficial entre 10 e 500 m?/g e poros com diametro médio de 2 e 50 nm.

Mesoporos
2-50 nm

Nucleo
10-30 nm

Macroporos
50-100 nm

Microporos
<2nm

FNA ) e © 24
/ Microesfera
Grandes 10-200 nm

agregados de
microesferas

(um)

Figura 1V.23. Modelo da formacdo morfolégica dos poros da rede polimérica dos

polimeros de impressao molecular (Adaptado de SPIVAK, 2005).

IV.6 DETERMINACAO DE FNT POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

No intuito de avaliar o MIP no processo de preparo de amostra de uma matriz
complexa, o MIP-MAA foi empregado na determinacdo de residuos de FNT em
tomate. A determinagdo cromatografica da FNT foi realizada por HPLC empregando
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como fase estaciondria uma coluna XTerra® Cg (200 x 3,9 mm, 5 um) e fase movel
de MeOH/H,0 (84:16, v/v). A quantificacao foi realizada em 270 nm (detector DAD).
Nessas condi¢cdes, a FNT apresentou um tempo de retencao (tg) de 4,8 minutos.

Um cromatograma caracteristico de uma amostra branco (tomate sem FNT) e
de uma amostra fortificada com 1,0 pg g de FNT, apos extracdo usando MISPE
(usando o polimero MIP) sdo mostrados na Figuras IV.24 A e B, respectivamente.

Figura 1V.24. Cromatograma da amostra de tomate, apdés o MISPE. Fase
estacionaria: XTerra® Cqg, fase movel: MeOH/H,O (84:16, v/v), A = 270 nm, vazao:
1,0 mL min™": A) Amostra branco; B) Amostra branco fortificada com 1,00 pg g de
FNT (tempo de retencéo, tgr, da FNT nas condi¢cbes acima: 4,8 minutos).
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Conforme pode ser visto nos cromatogramas da Figura 1V.24 ndo existem

compostos interferentes eluidos no tempo de retengéo (tgr) da FNT.

A Tabela IV.6 discrimina os parametros de conformidade do sistema obtidos

para as condi¢des selecionadas.

Tabela IV.6. Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos.

Parametros Valores Obtidos
Fator de Retencéao (k) 1,40
Fator de Separacgao (a) 1,20
Resolucao (Rs) 1,80
Numero de Pratos (N) 3815

Os valores para os parametros cromatograficos apresentados na Tabela IV.6
foram obtidos através do programa System Suitability (software Millennium 3.2,
Waters, EUA), e os resultados indicam que as condi¢gdes estabelecidas séo
consideradas adequadas para os objetivos a que se propée o método conforme
previamente descrito no item Il1.6. Os valores de a e Rs foram calculados para a FNT
e o0 pico adjacente de menor tempo de retengéo.

IV.7 CoNDICOES DO MISPE E EFICIENCIA DE EXTRACAO DE FNT

O MIP sintetizado em MAA e tolueno foi introduzido em cartuchos de extragao
em fase sélida e o MISPE resultante foi avaliado no preparo de amostras de tomates
(etapa de clean-up), objetivando a determinacao de FNT por HPLC. A fim de otimizar
as condi¢des experimentais da extracado da FNT no tomate antes do método MISPE,
cinco diferentes solugdes de extracao (Tabela IV.5) foram previamente testadas e

avaliadas, baseadas no fato da FNT apresentar elevada solubilidade em solventes
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organicos quando comparada a meio aquoso. Para tanto, foram usadas amostras
branco de tomate fortificadas com FNT ao nivel de 1,00 pg g”'. O procedimento de
preparo de amostras empregado foi aquele descrito no item /11.3.7, onde as etapas
de condicionamento, de lavagem e de eluicao foram adaptadas do trabalho realizado
por Pereira & Rath (2009).

O procedimento de MISPE consistiu na percolacdo da amostra no material
sorvente disposto em cartuchos, onde o analito de interesse ficou retido nas
cavidades seletivas do MIP. Em seguida, ao se empregar amostras de tomate, fez-se
necessario efetuar uma etapa de limpeza com uma solucdo adequada, no intuito de
remover as espécies interferentes ligadas ao polimero por interacées nao-
especificas. Nesta etapa, a espécie de interesse ndo deve ser co-eluida. As
interacoes nao-especificas formadas durante a sintese, responsaveis pela retencao
das espécies interferentes no MIP sao originadas devido ao excesso de mondémeros
no meio reacional. Sendo assim, na extracdo em fase sélida normalmente é
realizada uma etapa de limpeza também conhecida como etapa de lavagem, a fim de
extrair os interferentes retidos nos sitios nao especificos. A etapa final foi efetuada
mediante a eluicdo do analito na auséncia dos interferentes matriciais. Nestes
procedimentos, etapas de clean up e de pré-concentragcdo foram executadas
simultaneamente, o que confere também aos MIP caracteristicas de materiais
concentradores. Depois do processo MISPE, os polimeros foram lavados com

metanol,

Os valores da eficiéncia de extracao foram calculados a partir de uma curva
analitica externa obtida para cinco niveis de concentracdo de FNT em solvente. A
curva analitica apresentou uma faixa linear de 1-100 pg mL™, linearidade de 0,999 e
sensibilidade de 99888 uA mL ug™.

A eficiéncia de extragdo, expressa através da percentagem de recuperagao
nos cinco meios de extracao, estdo apresentados na Tabela IV.7.
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Tabela IV.7. Solucdes empregadas e eficiéncia de extracdo obtido na determinacao

de FNT em amostras branco de tomate fortificadas (nivel de fortificaggo: 1,0 pg g™).

Solucoes Recuperacao (%)
1 6 mL Acetona + 20 mL DCM/éter (1:1, v/v) 35
2 1,5 g NaCl + 10 mL acetona + 10 mL DCM 96
3 2 mL Acetona + 23 mL n-hexano 61
4 20 mL Acetato de etila + 5 mL DCM 41
5 10 mL Tampéo BR pH 7,75/ACN (60:40, v/v) + 5 mL ACN 71

A maior eficiéncia de extracdo foi aquela em que a solucdo de extracdo
continha o sal cloreto de sédio (solugcdo 2). A FNT é completamente solUvel em
acetona e parcialmente solivel em DCM. A FNT apresenta um coeficiente de
distribuicdo baixo entre um solvente organico e agua (proveniente da matriz). A
adicao do sal cloreto de sédio fez com que a FNT se distribuisse majoritamente no
solvente organico (efeito salting out), justificando, assim, a elevada percentagem de
recuperacao na solucado em questao, quando comparada com as demais solucdes.

IV.8 VALIDACAO DO METODO MISPE-HPLC PARA DETERMINACAO DE FNT

EM TOMATE

Uma vez otimizado o procedimento de preparo de amostras, usando o MIP, o
método (MISPE-HPLC-DAD) foi validado para a determinagéo de residuos de FNT
em tomate. O procedimento envolvido no presente trabalho teve como foco a
validagdo do método analitico para um laboratério (single-laboratory validation). O
procedimento empregado esta detalhado no item 111.3.8 e foi baseado na Instrucdo
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Normativa n°® 24 de 14 de Julho de 2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento do Brasil.

Os parametros analiticos de validacdo usados para avaliar o método foram:
seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, precisdo (intra- e
inter-dias), exatidao, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ).

Os resultados estao apresentados na Tabela IV.8.

A faixa linear foi entre 0,13 a 2,0 g g com uma linearidade de 0,9989. A
seletividade do método foi avaliada no presente estudo pela comparagdo dos
cromatogramas obtidos para amostras branco de tomate e amostras branco
fortificadas com FNT, conforme Figuras IV.24 A e B, através das quais pbde-se
evidenciar que nao co-eluem compostos endégenos do tomate préximos ao tempo
de retengado da FNT.

A precisdo intra- e inter- dias foram avaliadas usando amostras branco de
tomate fortificadas em um e trés niveis de fortificacao, respectivamente. Os niveis de
fortificagao representam meio, uma e duas vezes o LMR. Os resultados expressos
como coeficiente de variacdo (CV) estdo mostrados na Tabela IV.8 e sdo todos
menores ou iguais a 8,1%. Esses valores sdo adequados ao objetivo que o método

se propde, uma vez que sdo menores do que 15%.

A exatiddo do meétodo foi avaliada mediante testes de recuperagdo, com
amostras branco de tomate fortificadas com FNT a 0,250; 0,500 e 1,000 pg g™,
analisadas em triplicatas (n=3). Os valores da exatidao ficaram entre 89 e 98 % e

estao dentro da faixa considerada adequada.

O limite de deteccdo e quantificagdo foram 0,05 ug g’ e 0,13 ug g7,
respectivamente, estabelecido a partir da raz&o sinal/ruido igual a 3 e 10, no tempo
de retengao da FNT.

O limite de quantificacdo esta em concordancia daquele proposto pelo

método, isto é, menor que o LMR (0,5 ug g™).

A Tabela IV.8 mostra os valores dos parametros de validagdo do método
MISPE-HPLC:
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Tabela IV.8. Parametros de validagdo do meétodo MISPE-HPLC-DAD para a

determinacdo FNT em tomate.

Parametros de Validacao Resultado
Faixa linear (ug g™) 0,13-2,00
Linearidade 0,9989
Sensibilidade (uA g pg™) 403930,5
Precisao Intra-ensaio (CV, %)
0,250 pg g™ (n=5) 2,9
0,500 pg g™ (n=5) 7,0
1,000 pg g™ (n=5) 4,0
Precisao Inter-ensaio (CV, %)
0,250 pg g™ (n=3) 7.1
0,500 pg g”' (n=3) 8,1
1,000 ug g (n=3) 3,7
Limite de Deteccdo (ug g™) 0,050
Limite de Quantificacéo (ug g™) 0,13
Exatidao (% Recuperacao)
0,250 pg g (n=3) 89-95
0,500 pg g (n=3) 94-98
1,000 pg g (n=3) 95-97

uA: unidade de absorbancia

IV.9 ApLICACAO DO METODO MISPE-HPLC NA QUANTIFICACAO DE FNT EM

AMOSTRAS DE TOMATE

O método validado foi aplicado para a andlise de duas amostras de tomate

adquiridas no comércio local de Campinas, SP. A variedade da primeira amostra de
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tomate foi debora e a segunda amostra foi comercializado como organico. Ambas as
amostras foram analisadas em quintuplicata (n=5) e continham FNT (tomate Debora,
0,21+0,02 pug g ' e tomate organico, 0,17+0,02 pg g™') (P=0,05).

A pureza dos picos foi confirmada pelo espectro da FNT. No entanto, para
confirmar a identidade € necessario realizar a analise usando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com espectrometria de massas em tandem. Os cromatogramas

estdo apresentados nas Figuras 1V.25 e 1V.26, respectivamente.
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0,030 FNT

0,02%1
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Figura IV.26. Cromatograma de uma amostra de tomate da variedades Debora (A) e
orgéanico (B), apos o MISPE. Fase estacionaria: XTerra® Cqs, fase mével: MeOH/H.0O
(84:16, viv), A = 270 nm, vazdo:1,0 mL min”. Tempo de retencéo, tr, da FNT nas

condigbes acima: 4,8 minutos.
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De maneira geral, a realizagdo deste trabalho de dissertagdo levou as seguintes

conclusoes:

o Célculos tedricos prevendo a energia livre, obtidos a partir de procedimentos
de modelagem molecular, permitem selecionar de forma racional o monémero que
ird formar um complexo mais estavel com a molécula molde e, assim sintetizar um

polimero de impressdao molecular com sitios de ligagdo mais seletivos.

. Entre os mondmeros avaliados: acido metacrilico, acido p-vinilbenzaico,
acrilamida e alilamina, o acido metacrilico mostrou formar um complexo mais estavel

com a fenitrotiona (menor energia livre).

o Para avaliar a seletividade dos sitios de ligacdo especificos gerados no
material polimérico € importante que em uma primeira etapa sejam realizados

estudos de adsorgéo usando o polimero impresso e ndo impresso.

o O polimero de impressdao molecular, sintetizado a partir de acido metacrilico,
etileno glicol dimetacrilato, 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila, fenitrotiona como molécula
molde e tolueno como solvente porogénico apresentou maior afinidade pela FNT
quando este esteve solubilizado em solvente apolar de baixa constante dielétrica e

de preferéncia no mesmo solvente de sintese.

o O polimero sintetizado em tolueno apresentou maior eficiéncia de extracao
quando comparado com um polimero sintetizado com 0os mesmos reagentes em

diclorometano.

o A voltametria de onda quadrada mostrou ser uma técnica adequada para
monitorar a concentragdo de fenitrotiona e de seus analogos parationa,
metilparationa e fentiona nos estudos de adsorcao. A técnica € rapida e apresenta
faixa linear adequada para esta finalidade.

o O polimero nao impresso também apresentou sitios de ligagdo, porém
considerados nao especificos, que permitiram a adsor¢cdo de fenitrotiona em

pequenas extensodes.

o O polimero impresso foi usado em procedimento de extracao em fase sélida e
empregado no preparo de amostras de tomate, visando a determinagé@o de residuos
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de fenitrotiona. O polimero apresentou seletividade adequada, com a vantagem de
poder ser re-utilizado durante outros estudos, evidenciando a auséncia de efeito de

memoria apds sua regeneracao.

o O método analitico, usando o MISPE (polimero sintetizado em tolueno como
fase estacionaria) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, é adequado para a

determinacédo de residuos de FNT em tomates.
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