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Divulgacao

BIOMIMETIC POLYMERS IN ANALYTICAL CHEMISTRY. PART 1: PREPARATION AND APPLICATIONS OF MIP
(MOLECULARLY IMPRINTED POLYMERS) IN EXTRACTION AND SEPARATION TECHNIQUES. MIPs are synthetic
polymers that are used as biomimetic materials simulating the mechanism verified in natural entities such as antibodies and enzymes.

Although MIPs have been successfully used as an outstanding tool for enhancing the selectivity or different analytical approaches,

such as separation science and electrochemical and optical sensors, several parameters must be optimized during their synthesis.

Therefore, the state-of-the-art of MIP production as well as the different polymerization methods are discussed. The potential

selectivity of MIPs in the extraction and separation techniques focusing mainly on environmental, clinical and pharmaceutical samples

as applications for analytical purposes is presented.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais se-
letivos e sensiveis € de grande relevancia em diferentes areas do
conhecimento, contemplando, por ex., os setores alimenticio,
biotecnoldgico, ambiental, farmacéutico, entre outros'. Neste
ponto, as ciéncias analiticas desempenham um papel fundamen-
tal no tocante ao estabelecimento de protocolos analiticos com-
preendendo desde preparo da amostra até identificacdo e
quantificagdo das espécies de interesse’. A etapa de preparo da
amostra visando uma posterior andlise cromatografica normal-
mente contempla etapas de extragdo e/ou pré-concentracido. En-
tretanto, devido a complexidade de algumas matrizes e aos bai-
xos niveis dos constituintes de interesse, em alguns casos, o
preparo da amostra pode ndo eliminar a presenga das espécies
interferentes, ocasionando um desempenho menos eficiente da
técnica de separagdo. Situagdes desta natureza sdo notadas quan-
do se pretende analisar amostras cujos constituintes de interes-
se possuem estruturas moleculares muito similares. Ainda, em
casos mais particulares, como por ex., na separacao de
enantidmeros, mesmo que a etapa de preparo da amostra propi-
cie a eliminagdo dos interferentes, uma separagdo convencional
por HPLC utilizando fase estaciondria em fase reversa (silica
modificada com octadecil, C ;) ndo possui resolugdo para dis-
tinguir os enantiémeros®. Estas consideragdes mostram que o
emprego de materiais seletivos, tanto na etapa de preparo de
amostra quanto na de separacdo, € relevante, principalmente em
matrizes complexas e quando as espécies de interesse estdo pre-
sentes em baixas concentragdes.

As estratégias analiticas que permitem obter materiais seleti-
vos baseiam-se no reconhecimento biomolecular de muitos pro-
cessos bioldgicos, como o de replicagdo de DNA, interacdo
antigeno-anticorpo, enzima-substrato e muitos outros sistemas®*’.
Nestes sistemas, as biomacromoléculas possuem sitios recepto-
res capazes de se ligarem seletivamente a uma molécula, na pre-
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senga de outras com estruturas moleculares andlogas. Dentre es-
tes sistemas citados, o principio de interag¢do antigeno-anticorpo
tem sido o mais empregado em associacdo com técnicas de extra-
¢do em fase solida e de separacdo para diferentes espécies quimi-
cas, tais como, herbicidas e hidrocarbonetos poliaromaticos
(PAHs)%". Baseado no principio da produgio de anticorpos pelo
sistema imunolégico de vertebrados em resposta a presenga de
moléculas estranhas no organismo (antigeno)?, estes métodos se-
letivos, conhecidos como ensaios de imunoafinidade, promovem
a extra¢@o baseada no reconhecimento molecular®. Na prética, os
anticorpos sdo covalentemente ligados em um sorvente apropria-
do (geralmente silica porosa) gerando o chamado imunossorvente,
que € posteriormente disposto em cartuchos de extragdo em fase
s6lida ou em colunas cromatogréficas'®. Face as caracteristicas
de bioafinidade apresentada pelo anticorpo frente ao antigeno (es-
pécie de interesse), o imunossorvente permite isolar a espécie de
interesse sem efetuar qualquer interagdo com moléculas
concomitantes eliminando, desta forma, a ocorréncia de co-eluicao
comumente verificada durante as etapas de elui¢cdo quando se
emprega sorventes pouco seletivos como, por ex., a silica modifi-
cada (C) °.

A elevada seletividade obtida nesta modalidade de separag@o
constitui uma alternativa as etapas de “clean up” e/ou pré-con-
centracdo de amostras complexas. Apesar das caracteristicas
marcantes dos imunossorventes como materiais seletivos, deve-
se ressaltar algumas desvantagens dos anticorpos incluindo o ele-
vado custo, necessidade de purificacdo, dificuldade de obtencdo
e instabilidade quando empregados em condigdes diferentes da-
quelas de seu ambiente nativo''. Além disso, apds a obtengdo dos
anticorpos, estes devem ser imobilizados num suporte sélido a
fim de orientd-los adequadamente e preservar suas caracteristi-
cas seletivas'>®. Devido a estas limita¢des, vdrias estratégias tém
sido propostas no sentido de substituir os materiais biolégicos
por materiais sintéticos que possuam o mesmo grau de reconhe-
cimento molecular ou, em outras palavras, o mesmo grau de
seletividade. Neste caso, a seletividade € obtida se o receptor sin-
tético possuir uma cavidade com tamanho e formato adequados,
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bem como sitios capazes de estabelecer uma interacéo favordvel
com a espécie de interesse. Moléculas como a ciclodextrina e o
éter-coroa tém sido comumente empregadas como receptores
moleculares sintéticos'*".

Outra abordagem sintética que permite formar sitios recepto-
res simulando a interacdo antigeno-anticorpo baseia-se no prepa-
ro de polimeros com impressdo molecular. O conceito de impres-
s30 molecular surgiu a partir da teoria de Pauling para formagao
de anticorpos, onde um antigeno era usado como uma molécula
molde para moldar a cadeia polipeptidica de anticorpos, resul-
tando numa configuragdo complementar do antigeno na respecti-
va cadeia de anticorpos'®. A partir desta concepgdo, surgiu a idéia
de produzir uma estrutura rigida tridimensional (um polimero)
ao redor de uma molécula molde que pudesse atuar de forma si-
milar ao anticorpo, ou seja, que pudesse efetuar seletivamente o
reconhecimento molecular. Estes polimeros sdo atualmente co-
nhecidos como MIP (“Molecularly Imprinted Polymers”) e tam-
bém designados de materiais biomiméticos'”'8.

Para a constru¢do dos MIP, uma molécula utilizada como mol-
de interage por meio de ligacdo covalente ou ndo com as molécu-
las do mondmero. Posteriormente, ¢ adicionado ao meio um agen-
te reacional que promove ligagdes cruzadas no polimero a fim de
formar uma matriz polimérica rigida. A reacdo de polimerizacao ¢
iniciada apds a adi¢do de um iniciador radicalar. Por fim, a molé-
cula molde € removida da matriz polimérica por meio de solvente,
ou, quando necessdrio, por meio de clivagem quimica se a molécu-
la estabelecer ligagdo covalente com o mondmero>'"!®. Com a re-
moc¢do da molécula molde, o polimero resultante dispord de
microcavidades com tamanhos uniformes capazes de reter seleti-
vamente a molécula molde presente numa amostra complexa. E
vélido ressaltar que a molécula molde a ser empregada normal-
mente € o préprio analito de interesse. Assim, o termo analito de-
signado ao longo do texto refere-se a molécula molde utilizada na
sintese do polimero. O principio de preparo dos MIP € bastante
simples, porém, cabe lembrar que sem a adequada combinagdo
dos constituintes da reagdo, bem como o tipo de procedimento
empregado na sintese, o polimero resultante pode adquirir caracte-
risticas indesejdveis no que diz respeito a morfologia e a uniformi-
dade das particulas e dos sitios seletivos. A Figura 1 mostra, de
maneira geral, o processo de formacdo dos MIP.

Além do cariter seletivo, os MIP demonstram vantagens em
relacdo aos imunossorventes no tocante a estabilidade quimica,
capacidade de adsor¢io e reprodutibilidade no preparo do
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Figura 1. Representagdo esquemdtica do processo de formagdo do MIP
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polimero™. O primeiro trabalho com emprego de MIP em qui-
mica analitica é datado de 1972, onde Wulff e Sarhan® descre-
veram a sintese do polimero com sitios seletivos para separacio
enantiomérica de racematos de agucares. Desde entdo, os refe-
ridos materiais vém sendo amplamente empregados em preparo
de amostras atuando em processos de extracdo em fase sélida
(SPE-“solid phase extraction”)*' e microextragdo em fase sélida
(SPME-“solid phase microextraction”)??, em técnicas de sepa-
ragdo, tais como, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
“high performance liquid chromatography”)?, eletroforese ca-
pilar (CE-“capillary electrophoresis”)*, eletrocromatografia
capilar (CEC-“capillary electrochromatography”)® e
cromatografia em camada delgada (TLC-“thin layer
chromatography”)* visando, principalmente, a separagdo de es-
pécies enantioméricas. Também, hd um amplo campo de pes-
quisa dos MIP em associa¢do com técnicas eletroanaliticas?
enfocando o desenvolvimento de sensores seletivos, bem como
em espectrofluorimetria®. Apesar do campo de aplicagdo des-
tes materiais biomiméticos ser expressivo, apenas paises desen-
volvidos tém empregado esta tecnologia. Em um trabalho reali-
zado por Piletsky e colaboradores® existiam em 2001, 18 gru-
pos de pesquisas concentrados na Europa, 15 nos Estados Uni-
dos e Canada e 26 no continente Asiatico. Neste mesmo traba-
lho, um dado interessante aponta que as ciéncias na drea de se-
paracdo contemplam 36% das aplicagdes dos MIP, 34% respon-
de a ciéncia de materiais, 19% € atribuido ao desenvolvimento
de sensores, 6% concentra os trabalhos na drea de catdlise e 5%
ao uso dos MIP com funcdes especiais, em especial como mate-
riais para liberacdo controlada de drogas.

Diante das consideragdes efetuadas, o objetivo principal deste
trabalho € divulgar o estado da arte no preparo dos MIP dando
&nfase as vantagens e desvantagens de diferentes procedimentos
de preparo destes polimeros, bem como a influéncia das varidveis
envolvidas durante a sintese. Além disso, sdo apresentadas algu-
mas aplicagdes dos MIP em técnicas de extragdo e separacio Vvi-
sando a determinagdo de espécies quimicas em amostras de inte-
resse ambiental, clinico, farmacéutico, entre outros.

ESTADO DA ARTE NO PREPARO DOS MIP

Os MIP sdo preparados convencionalmente pelo método co-
nhecido por polimerizagdo em “bulk”, onde a reacdo € realizada
em sistema homogéneo. Esta reacdo € conduzida em frascos se-
lados contendo mondmero, analito, solvente, reagente de liga-
¢do cruzada e iniciador radicalar. A reacdo ocorre na auséncia
de oxigénio sob fluxo de N, ou Ar e induzida com aquecimento
e/ou radiagdo UV. O oxigénio deve ser eliminado do meio
reacional, pois retarda a reacdo de polimerizacdo radicalar™®.
Por fim, o sélido polimérico resultante ¢ moido, peneirado e
submetido a uma lavagem com solvente para extrag¢do do analito,
visando seu uso posterior'”*! (Figura 2). O iniciador radicalar
2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) é o mais empregado na
sintese dos MIP, mas outros também podem ser utilizados*® (Fi-
gura 3). A escolha destes reagentes € ditada pela natureza da
interagdo do analito com o mondmero. Se a interagdo ocorrer
por ligacdo de hidrogénio, recomenda-se efetuar a polimerizagao
em baixas temperaturas e, nestas circunstancias, os iniciadores
radicalares ativos fotoquimicamente sdo mais indicados™®.

O primeiro passo para sintese dos MIP consiste em estabelecer
criteriosamente a escolha do mondmero e do analito. O analito
necessita conter em sua estrutura molecular grupos funcionais ca-
pazes de interagir fortemente com os mondmeros, a fim de formar
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Figura 3. Estruturas moleculares dos iniciadores radicalares empregados
na sintese do MIP. (a) 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN); (b) azo-bis-

dimetilvaléronitrila (ABDV); (c¢) dimetilacetal de benzila; (d) peroxido de
benzoila (BPO) e (e) dcido 4,4’-azo-bis (4-ciano pentaendico)

uma espécie de complexo estdvel. Como ja mencionado, a interagao
analito-mondmero pode se dar por meio de ligacdo covalente ou
ndo covalente, por meio de ligagdo de hidrogénio, interacdo dipolo-
dipolo, interagéo i6nica ou por interacdo hidrofébica®. Polimeros
preparados por ligacdo covalente possuem sitios mais seletivos,
dada a uniformidade gerada nos mesmos. Por outro lado, quando
esta estratégia € adotada, a necessidade do uso de mondmeros e
analitos que estabelecam ligacdes covalentes restringe a
aplicabilidade dos MIP para poucos analitos. Adicionalmente, es-
tudos tém mostrado que tais polimeros apresentam uma cinética
lenta de retengdo dos analitos na cavidade do polimero®. Por outro
lado, polimeros preparados a partir de ligacdes ndo covalentes
freqiientemente apresentam diametros de particulas e sitios seleti-
vos menos uniformes. Porém, apesar destas desvantagens, esta abor-
dagem de preparo é mais utilizada, dada a maior flexibilidade de
aplicacéio dos MIP para diferentes analitos®.

Na Tabela 1, estdo reunidos os mondmeros mais emprega-
dos para preparo dos MIP. Destes, o d4cido meta-acrilico (MAA)
tem sido o mondmero mais utilizado; no entanto, como ji men-
cionado, deve-se salientar que a escolha deste ¢ ditada pela na-
tureza do analito. Assim sendo, analitos que possuem grupos
basicos interagem mais facilmente com mondmeros que conte-
nham grupos 4cidos, como o MAA. Em contrapartida,
mondmeros com cardter bdsico como o 4-vinilpiridina (VP)
interagem preferencialmente com analitos 4cidos. Ainda, como
a interacdo analito-monomero € governada por um processo em
equilibrio, quantidades superiores do mondmero em relacdo ao
analito (geralmente 4:1) devem ser empregadas com intuito de
deslocar o equilibrio, para formar maior quantidade de comple-
xos “analito-mondmero” !>,

Outro importante parametro que influencia a estabilidade da for-
mac¢ao do complexo “analito-mondmero” € o solvente. Este, além
fornecer um meio onde analitos e mondmeros sejam soliveis, ndo
deve interferir na interacdo analito-mondmero. Quando tal interagio
ocorre por meio de forgas eletrostdticas e por ligagdo de hidrogénio,
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solventes apolares com constante dielétrica baixa, tais como, cloro-
férmio e tolueno, oferecem um meio adequado para estabilizar as
referidas interacdes. Por outro lado, solventes com constante dielétrica
maior, por ex. acetonitrila, também podem ser utilizados, mas os
polimeros obtidos podem apresentar afinidade menos acentuada em
se ligar novamente ao analito. J4 os solventes préticos como agua e
metanol sdo pouco utilizados neste caso, pois de maneira geral, atu-
am como competidores no meio reacional interferindo na formacéo
de interacOes eletrostdticas e ligagdes de hidrogénio entre analito e
mondmero'>*2. Além destas consideracdes, o solvente que muitas
vezes ¢ chamado de solvente porogénico, pode influenciar nas ca-
racteristicas morfoldgicas dos MIP. Polimeros pouco porosos e com
pequena drea superficial apresentam baixa capacidade de reconheci-
mento molecular, basicamente devido a lenta difusdo dos analitos
em direcdo aos sitios seletivos localizados nos microporos'?. Na pra-
tica, a escolha imediata de um solvente porogénico ideal que nio
interfira na interac@o analito-monomero e que garanta uma morfologia
adequada do polimero ndo ¢ uma tarefa tacil. Para que os MIP apre-
sentem caracteristicas desejdveis no tocante a seletividade, ¢ funda-
mental que haja um estudo apurado do tipo e/ou diferentes composi-
¢oes de solventes durante a sintese.

As considera¢des 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 sinte-
se. Entretanto, cabe ressaltar que, como regra geral, apds o preparo
do polimero e a extragdo do analito da cavidade seletiva, o MIP
resultante terd elevada afinidade pelo analito quando o mesmo es-
tiver num meio similar aquele empregado na sintese'. Isto signifi-
ca que a extragdo e/ou pré-concentragdo direta de amostras aquo-
sas num MIP preparado em solvente apolar exibird seletividade
menos pronunciada pela espécie de interesse. Neste caso, para
melhor desempenho dos MIP faz-se necessdrio efetuar uma etapa
prévia de extragdo liquido-liquido dos analitos. Embora alguns tra-
balhos tenham relatado a extracdo e/ou pré-concentrac¢ao de analitos
em meio aquoso empregando MIP sintetizados em solventes orga-
nicos apolares**¥, é vélido lembrar que o reconhecimento molecular
de um MIP ocorre preferencialmente no mesmo meio reacional no
qual foi sintetizado. Contudo, para contornar esta limitagdo, al-
guns trabalhos tém relatado a sintese de MIP em meio polar, basi-
camente empregando dgua e metanol como solventes porogénicos,
para que o polimero resultante seja mais compativel com amostras
aquosas. Para estes MIP, o reconhecimento molecular durante a
sintese € resultado de uma combinag@o de intera¢des hidrofdbicas
e i0nicas do analito com os grupos quimicos do mondmero®. As-
sim sendo, para obter sucesso no preparo destes MIP ¢ necessario
que os analitos empregados durante a sintese possuam caracteristi-
cas tanto polares quanto apolares, como aqueles compostos con-
tendo anéis aromaticos substituidos com grupos funcionais pola-
res (carboxilas, sulfonicos, entre outros). O bom desempenho des-
tes MIP em amostras aquosas ocorre quando a interagdo do analito
com a cavidade do MIP se d4, predominantemente, por meio de
interacdes hidrofébicas prevalecendo sobre as interagdes idnicas,
pois caso contrdrio, as moléculas de dgua do meio podem impedir,
por meio de um efeito competitivo’’, a retencdo dos analitos na
cavidade do MIP. Os trabalhos que contemplam a sintese de MIP
em meio aquoso tém sido propostos para separacdo seletiva de com-
postos aromdticos, tais como, naftaleno sulfonado, herbicidas, bem
como de adenina e drogas®*!.

A seletividade dos MIP ¢ também influenciada pelo tama-
nho da molécula molde. Normalmente, uma molécula que pos-
sui grupos estéricos distantes da funcdo orgédnica do analito que
se liga a0 mondmero produz polimeros pouco seletivos*. Como
exemplo, cita-se o trabalho realizado por Martin-Esteban e co-
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Tabela 1. Monomeros tipicamente usados no preparo dos MIP

Monomero funcional

Nome do mondémero

Tipo de interacdo com o analito

\/OH
I Acido acrilico
(@]
| OH
\ Acido meta-acrilico
(0]
=
OH ‘. .. .
| Acido p-vinilbenzéico
(6]
NH
= | #/\303*' Acido acrilamidosulfénico
O

Amino metacrilaminada

\
0
= X
| 4-Vinilpiridina
_N
/ N\
\ 2-Vinilpiridina
p
=

\

)

Z
[ )

!

4-Vinilimidazole

1-Vinilimidazole

Acrilamida

Interacdo i0nica e ligacdo de hidrogénio

Interacdio i0nica e ligacdo de hidrogénio

Interacdo i0nica e ligacdo de hidrogénio

Interacdo idnica

Interag@o i0nica

Interacdo i0nica, ligagcdo de hidrogénio e transferéncia de carga

Interagdo i6nica, ligacdo de hidrogénio e transferéncia de carga

Interacdo i0nica, ligagdo de hidrogénio e coordenagdo com metais

Interacdo i0nica, ligagdo de hidrogénio e coordenagdo com metais

Ligacdo de hidrogénio

laboradores* que avaliaram o reconhecimento de varios
herbicidas utilizando dois MIP sintetizados com isoproturon ou
fenuron (Figura 4). De acordo com os resultados obtidos, o
polimero impresso com isoproturon reteve em sua cavidade além
do herbicida isoproturon, outros herbicidas contendo o grupo
isopropil ligado ao anel aromdtico. Por outro lado, o MIP sinte-
tizado com o fenuron foi capaz de reconhecer seletivamente
apenas o fenuron na presenga de outros herbicidas.

Durante a sintese dos MIP, além dos importantes parametros
mencionados anteriormente, a seletividade destes polimeros € tam-
bém assegurada face ao emprego de reagentes que promovam liga-
¢des cruzadas no polimero permitindo, assim, a estabilidade do
complexo “analito-mondmero” e, conseqiientemente, a rigidez do

CHs CH, CH;
CHQNH—C—N QNH—C—N
/ TN o
CHy & temy & temy
@ (b)

Figura 4. Estruturas moleculares do isoproturon (a) e fenuron (b)

sitio seletivo formado. Estudos t€ém demonstrado que no minimo
50% do reagente de ligacdo cruzada deve estar presente no meio
reacional*. O etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) tem sido o
reagente de ligacdo cruzada mais utilizado, pois promove a forma-
¢do de polimeros térmica e mecanicamente estdveis e com rapida
transferéncia de massa. Outros reagentes de ligacdo cruzada tém
sido investigados (Figura 5), mas apenas o trimetilpropano
trimetacrilato (TRIM) tem apresentado resultados similares ou
melhores que 0 EGDMA*,

METODOS RECENTES DE PREPARO DOS MIP

Conforme mencionado na secdo anterior, o método de
polimerizagdo em “bulk”, Figura 1, é considerado um método
universal de preparo dos MIP, basicamente devido a sua simplici-
dade. Todavia, um polimero obtido tradicionalmente pelo referi-
do método, depois de triturado, apresenta particulas com forma-
tos irregulares e tamanhos variando de 20 a 50 wm. Outra desvan-
tagem deste método refere-se ao elevado tempo reacional (ca de
20 h). Adicionalmente, apenas 50% ou menos do polimero sinte-



1080 Tarley et al.

(0]

i | |
0\/\0)%( H(NHVNHWH P oA
T)( 0 0 0 do(

(a) (b) (c)

AOTNH\@NH jL/ /\
d 0 \
(d) %\ . )

Q

(e)
Figura 5. Estrutura moleculares dos reagentes de liga¢do cruzada
empregados na sintese do MIP. (a) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA);
(b) N,N’-metileno-bis-acrilamina; (c) N,O-bisacriloila-L-fenilalaninol; (d)
N,N’-fenilendiacrilamida e (e) trimetilpropano trimetacrilato (TRIM)

tizado possui caracteristicas para propostas analiticas, uma vez
que durante a triturac¢@o, alguns sitios seletivos formados sdo par-
cialmente destruidos, o que diminui a capacidade seletiva de re-
tengdo do polimero'"'?. Com base no exposto, os MIP obtidos
pelo método de polimerizagdo em “bulk” sdo mais indicados para
técnicas de extragdo como a SPE, ao passo que seu uso como fase
estaciondria em HPLC ¢ pouco indicado, devido & heterogeneidade
das particulas>*".

Diante destas consideracdes, novas concepcdes de preparo dos
MIP sdo relatadas na literatura com intuito de produzir particulas
com tamanhos uniformes. Ao contrdrio do método de polimerizacio
em “bulk”, cuja sintese € realizada num sistema homogéneo, a
maioria dos novos métodos de preparo contemplam reacdes em
sistemas heterogéneos, incluindo a polimeriza¢do por suspensdo®,
por precipitagdo® e por expansdo em multi-etapas®. Outros méto-
dos de preparo dos MIP contemplam reac¢des de polimerizagao
dentro de poros de sélidos (silica e resinas)*®’!' e reagdes de
polimerizagdo sobre superficie modificada de suporte s6lido>.

Na polimerizacdo por suspensdo, a rea¢do polimérica ocorre
dentro das gotas do mondmero dispersas num solvente imiscivel,
geralmente dgua®. O polimero obtido no formato de esferas € facil-
mente separado da fase aquosa. A primeira etapa da sintese destes
polimeros consiste em solubilizar todos os constituintes necessarios
para a reacdo (mondmero, analito, reagente de ligacdo cruzada e
iniciador radicalar) num solvente orginico apolar. Posteriormente, a
mistura reacional € adicionada em 4dgua contendo um agente
estabilizador, cuja fun¢do € evitar a coagulagcdo das gotas dos
mondmeros durante o processo®. Os estabilizadores ficam adsorvidos
como uma fina camada na superficie das gotas dos mondmeros, pre-
venindo a coalescéncia e, possivelmente, diminuindo a tensdo
interfacial entre as duas fases. Os estabilizadores podem ser dividi-
dos em duas categorias: polimeros organicos soldveis em dgua, des-
tacando o dlcool polivinilico, e aqueles a base de sais inorgénicos™.
A reacdo de polimerizacdo ocorre apds o aquecimento do meio
reacional sob agitagdo, resultando em particulas poliméricas com
tamanhos uniformes. No método em questdo, apesar da uniformida-
de do tamanho das particulas ser uma vantagem, eventualmente al-
gumas moléculas de dgua se dissolvem na mistura polimérica inter-
ferindo na interacdo analito-mondmero, principalmente quando esta
se da por ligagcdo de hidrogénio. Além disso, em situacdes onde
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mondmeros e analitos possuem elevada solubilidade em dgua, hd a
possibilidade de ocorrer particdo destes constituintes reacionais da
fase orginica para o meio aquoso, resultando num polimero com
baixo reconhecimento molecular. A polimerizacdo por suspensao &,
portanto, realizada com sucesso quando analitos e mondmeros
interagem preferencialmente por interagdes hidrofébicas e ionicas.
Alguns trabalhos tém mostrado esta consideragdo no desenvolvimento
de métodos de separacio cromatografica’>.

A fim de solucionar a limitacdo constatada no método de
polimerizagdo por suspensdo em meio aquoso, Mayes e Mosbach>®
propuseram uma reagdo de polimerizacdo em suspensdo empre-
gando o agente dispersante perfluorocarbono (perfluoro metil-
ciclohexano - PMC). Este agente € imiscivel com muitos com-
postos organicos e, conseqiientemente, permite a formacdo de uma
fase inerte apropriada para polimerizacdo. No referido trabalho,
dada a elevada densidade do PMC, vdrios estabilizantes foram
testados a fim de evitar a coagulacdo das gotas do mondmero no
agente dispersante. Foram testados como estabilizantes alguns
surfactantes fluorados e polimeros com superficie ativa contendo
unidades fluoradas. A suspensdo mais estdvel foi obtida com
emprego do surfactante perfluorocarbono polimérico (PFPS -
“Perfluoro Polymeric Surfactant”) preparado com o etanol 2-(N-
etil-perfluoro-alquil-sulfonamida) (PFA-1) e polietileno glicol
PEG2000 mono-metil éter (MME), ambos em sua forma acrilada.
O procedimento experimental consistiu inicialmente da dissolu-
¢do do estabilizante PFPS no solvente PMC. Em seguida, a mis-
tura reacional utilizada para preparo do MIP foi adicionada ao
sistema onde, sob agitacdo mecénica, hd a formacdo de uma
emulsdo. Apds esta etapa, a polimerizacio foi realizada (ca de 3
h) por meio de radiagdo UV a temperatura ambiente e na ausén-
cia de oxigénio. Além das vantagens em relagdo ao método de
polimerizac¢@o por suspensdo em meio aquoso no que tange a in-
fluéncia da dgua, no método com o emprego de PMC € possivel
também controlar o tamanho das particulas poliméricas (de 5 a
50 um) alterando a massa do estabilizante (neste caso o PFPS).
Os autores atestaram a reprodutibilidade do MIP preparando cin-
co polimeros em dias diferentes com o uso de 25 mg de PFPS.
Particulas com didmetro médio de 19,7 um e desvio padrdo de
0,6 um foram obtidas. Devido as caracteristicas das
microparticulas poliméricas, incluindo sitios uniformes e formas
geométricas bem definidas, os MIP produzidos pelo método em
questdo sdo ideais como fases estaciondrias em HPLC®’. Uma
desvantagem notada para este método refere-se ao elevado custo
do perfluorocarbono.

O método de preparo de MIP por meio de polimerizagdo por
precipitagdo® € andlogo ao método de polimerizagdo em “bulk”,
porém, volumes superiores de solventes sdo empregados a fim de
impedir a formacdo de uma pasta polimérica. Enquanto que no
método convencional normalmente sdo utilizados volumes de
solvente de 10 mL, no método por precipitagdo, quantidades cerca
de 5 vezes maiores sdo utilizadas. Neste método ndo € necessario
usar nenhum tipo de estabilizante para evitar a coagulacdo das go-
tas de mondmero®**. Convencionalmente, a formagdo de particu-
las poliméricas a partir do método de polimerizagdo por precipita-
¢do ocorre devido ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da
reagdo, o que torna o polimero cada vez menos solivel no meio.
Outra explicagdo para a precipitacdo pode ser fundamentada em
face da formagdo de ligag¢des cruzadas no polimero, tornando-o
também pouco soldvel no solvente reacional®. Esta ultima expli-
cacdo ¢ a mais aceita ao se considerar a sintese de MIP por preci-
pitagdo. Devido a estes fatores, a formagdo de microesferas na for-
ma de um precipitado € assegurada sem a necessidade de se em-
pregar agentes estabilizantes. Tal como a polimerizag¢do por sus-



Vol. 28, No. 6

pensdo em meio aquoso e em perfluorocarbono, a polimerizacio
por precipitacdo também produz particulas com tamanhos unifor-
mes (tipicamente com didmetro < 1 um)*4!. Outro ponto que deve
ser destacado refere-se ao maior rendimento da reacdo (ca de 85%)
contra os 50% do método de polimerizagao em “bulk ”*. A sintese
dos MIP por polimerizagdo por precipitagdo € induzida por luz ou
aquecimento na auséncia de oxigénio, quando ambos, mondmero e
analito sdo dissolvidos no solvente, seguido da adicio do reagente
de ligacdo cruzada e iniciador radicalar. Neste método as
microparticulas sdo obtidas por meio de centrifugagéo®

Os métodos de polimerizacdo por precipitagdo produzem par-
ticulas com tamanhos uniformes, mas com didmetros reduzidos.
Esta caracteristica torna-se uma desvantagem quando tais
polimeros sdo utilizados como fases estaciondrias em HPLC, dada
a elevada pressdo resultante dentro da coluna cromatogréifica®
Devido a esta limitagdo, o método de polimeriza¢do caracteriza-
do por expansdo em multi-etapas torna-se bastante atraente. Este
método envolve basicamente o emprego de particulas poliméricas
com didmetro bem definido (geralmente poliestireno com dia-
metro de 1 wm), as quais sofrem etapas de expansdo com o
monomero e o solvente antes do inicio da rea¢@o de polimerizag¢ao
do MIP. Diferentemente de outros métodos de preparo de
polimeros, onde o solvente do meio reacional € responséavel pela
produgdo de particulas com didmetro reduzido, no método por
expansdo em multi-etapas as particulas poliméricas atuam como
solventes porogénicos, permitindo a produ¢do de polimeros com
tamanhos e poros maiores®. Virios trabalhos tém relatado o em-
prego do método de polimeriza¢do por expansdo em multi-etapas
para preparo dos MIP® que, dentre todos os métodos apresen-
tados, € o mais trabalhoso. Primeiramente, uma micro-emulsido
de particulas de poliestireno € preparada em dgua contendo o
tensoativo dodecil sulfato de sédio (SDS) e o solvente dibutil
ftalato. O sistema € agitado até eliminar a micro-emulsd@o. Em
seguida, a expansdo das particulas de poliestireno € efetuada apds
adicdo de uma micro-emulsdo preparada a partir do iniciador
radicalar, solvente porogénico e dlcool polivinilico como agente
estabilizante. Apds um determinado tempo de agita¢do, o analito
e o reagente de ligacdo cruzada dissolvidos em dgua e dlcool
polivinilico s@o adicionados ao meio. O sistema € novamente
agitado, caracterizando a segunda etapa de expansdo das particu-
las de poliestireno. Por fim, a reagdo de polimerizagdo do MIP &
iniciada sob agitacdo e induzida por aquecimento sob atmosfera
inerte. As particulas do MIP sdo posteriormente separadas do
sobrenadante e submetidas a uma lavagem com solvente para
extracdo do analito. Tipicamente, sdo obtidas particulas
poliméricas com tamanhos cerca de cinco vezes maiores que as
particulas de poliestireno empregadas no processo®’.

No que diz respeito as reagdes de polimerizagdo dentro dos
poros de sélidos, em especial a silica, estas permitem obter parti-
culas esféricas devido a uniformidade do sélido poroso™'. Os po-
ros sdo utilizados como pequenos frascos reacionais, onde ocorre a
reacdo. Apés adi¢do da mistura reacional aos poros, o aquecimen-
to das particulas induz a reag¢@o de polimeriza¢do do MIP. De acor-
do com a Figura 6, o MIP adquire tamanho e formato uniformes
apos a dissolucdo do sélido poroso.

Neste mesmo segmento de sintese em materiais porosos, os MIP
ainda podem ser preparados efetuando primeiramente a imobiliza-
¢do do analito em sélidos porosos, tal como a silica. Apds o término
da reacdo, o suporte sélido e o analito sdo removidos por dissolugdo
quimica com solucdo de HF criando, desta maneira, os sitios seleti-
vos®. A dissolugio quimica € realizada com HF, pois se trata de um
dcido “polimérico”, cuja fung@o ¢ apenas dissolver a silica preser-
vando a matriz polimérica. Com este procedimento € possivel con-
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a) Adi¢do da mistura

reacional
—

b) Aquecimento

Particula de

< MIP sintetizado
silica porosa

Particula pohmerlca de
dentro dos poros

MIP com tamanho e
formato da silica

Figura 6. Representagdo esquemdtica do preparo do MIP dentro dos poros
de solidos

trolar ndo apenas a orientagdo do analito na superficie do polimero,
mas também o formato do MIP resultante usando, por ex., silicas
com diferentes tamanhos de poros’. Com esta configuragdo de MIP,
h4 ainda a possibilidade de imobilizar macromoléculas como as pro-
teinas® sobre a superficie do sélido.

Outro método recente de preparo de MIP consiste na
polimerizac@o sobre superficie de silica modificada®. De acordo
com a representagdo da Figura 7, inicialmente particulas de silica,
com didmetro de 10 um, sdo modificadas com tri-etoxi-
aminopropilsilano; a reacio de polimerizacio € iniciada apés adi-
¢do do iniciador radicalar [no caso o 4cido 4,4’-azo-bis (4-ciano
pentaendico)]. Em seguida, sdo adicionados ao meio reacional o
monomero (MAA), reagente de ligacdo cruzada (EGDMA) e
analito, previamente dissolvidos no solvente. A reagdo ocorre so-
bre a superficie da silica, formando uma fina camada polimérica.
As microparticulas obtidas assumem caracteristicas uniformes e
mecanicamente estaveis.

C)}s (s? i N, N OH
g IW\NHZ + Hok/}( QNK/Y

o
Acido 4,4’-azo-bis(4-ciano pentanéico) (ACPA)

v
s‘7§ N L/\( >\/Y + %I:i:o

CH,
CH, o.
0T ijcn3 + Analito +  Solvente

EGDMA

Radiagéo UV ou calor

“A REACAO OCORRE SOBRE A SUPERF ICIE DA SILICA MODIFICADA”

Q REACAO
—_—

Silica
modificada

Particulas com tamanhos uniformes

Figura 7. Representagdo esquemdtica da sintese de MIP sobre superficie de
silica modificada. Adaptada da ref. 50

A aplicabilidade dos MIP em diferentes segmentos da quimica
analitica faz com que a adog@o dos procedimentos de preparo seja
dependente das caracteristicas intrinsecas das técnicas. Significa,
portanto, que o preparo de um MIP visando seu uso em técnicas de
separacdo ¢ diferente daquele onde o MIP ¢ utilizado para modifi-
cacdo de eletrodos. Considerando que os métodos de preparo des-
critos neste texto sdo direcionados para o emprego dos MIP em
técnicas de extragdo e separacdo, serdo enfatizadas apenas aplica-
¢oes destes referidos polimeros em SPE e SPME, bem como em
técnicas de separacdo, incluindo HPLC, CE e CEC.

EMPREGO DE MIP EM TECNICAS DE EXTRACAO EM
FASE SOLIDA

Extracdo em Fase Solida (SPE)

O emprego dos MIP como materiais sorventes em SPE vem
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adquirindo destaque, pois oferecem alto grau de seletividade quan-
do comparado com outros sorventes, como a silica modificada (C )
e resinas de troca idnica e, a0 mesmo tempo, por serem mais estd-
veis que os imunossorventes™’!. Um procedimento de SPE consis-
te na percolagcdo da amostra no material sorvente disposto em car-
tuchos, onde a espécie de interesse fica retida seletivamente quan-
do do uso do MIP. Em seguida, ao se empregar amostras comple-
xas, faz-se necessdrio efetuar uma etapa de limpeza com um solvente
adequado, no intuito de extrair as espécies interferentes ligadas ao
polimero por interagdes ndo especificas. Nesta etapa, a espécie de
interesse ndo deve ser co-eluida. As interagdes ndo especificas for-
madas durante a sintese, responsdveis pela retengdo das espécies
interferentes no MIP sdo originadas devido ao excesso de
mondmeros no meio reacional. Sendo assim, na extracdo em fase
s6lida normalmente € realizada uma etapa de limpeza também co-
nhecida como etapa de lavagem, a fim de extrair os interferentes
retidos nos sitios ndo especificos. A etapa final ¢ efetuada median-
te a eluicdo do analito na auséncia dos interferentes'>”>. Nestes
procedimentos, etapas de “clean up” e de pré-concentragdo sdo,
quando possivel, executadas simultaneamente, o que confere tam-
bém aos MIP caracteristicas de materiais pré-concentradores.

No trabalho desenvolvido por Blomgren e colaboradores” o MIP
foi empregado na extragdo de clembuterol em amostras de urina de
bovinos, cuja quantificagio foi realizada por HPLC. O método apre-
sentou faixa linear de 0,5a 100 ng mL"' e recuperagdes da ordem de
100% permitiram validar o método. A precisdo do método foi avali-
ada em termos de repetibilidade e reprodutibilidade apresentando,
respectivamente, desvios padrio relativos inferiores a 4,3 e 6,4%.
Em outra aplicacdo, os MIP foram utilizados para extrair seletiva-
mente cafeina em amostras de plasma sanguineo e refrigerantes™.

Em outro trabalho realizado por Baggiani e colaboradores”, os
MIP foram sintetizados em solvente polar e prético (metanol-dgua
3:1 v/v) e aplicados na extracido de herbicidas a base de 4dcido
clorofenoacéticos em amostras de dgua. O melhor desempenho
seletivo do MIP em detrimento a outras modalidades de extracdo,
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incluindo a extragdo liquido-liquido e a extragdo em fase sélida em
(C,,), foi atestado a partir da melhor definigdo dos picos
eletroferograficos para as amostras submetidas a extracdo com MIP.
Outras aplica¢des dos MIP como sorventes seletivos em procedi-
mentos de preparo de amostras estdo reunidas na Tabela 2, desta-
cando, o meio reacional onde foi sintetizado o polimero, bem como
o meio na qual foi realizada a extracdo. Os métodos até entdo apre-
sentados sdo categorias de extracdo em fase sélida no modo “off-
line”. Embora de maneira escassa, a literatura relata alguns traba-
lhos acerca do uso de MIP no modo “on-line” acoplado a técnicas
cromatograficas™.

Bjarnason e colaboradores® desenvolveram um método anali-
tico para determinacdo de herbicidas com estruturas de triazinas
(simazina, atrazina, propazina e terbutilazina) em amostras de uri-
na, extrato de maca e solugdes de dcido hlimico. O método consis-
tiu da combinagdo em série de duas colunas de extragdo (C, €
MIP) acopladas a uma coluna cromatografica de HPLC. Com a
adicdo da coluna MIP ao sistema, além de propiciar maior
seletividade na extragdo, foram obtidos fatores de pré-concentra-
¢do de 100 para amostras de dcido hiimico e 5 para amostras de
urina e extrato de ma¢d. Em outro estudo, Masqué e colaborado-
res® descrevem a extragdo “on-line” de 4-nitrofenol em amostras
de dgua, seguida da separagiio cromatografica por HPLC. A sintese
do polimero foi realizada em acetonitrila, empregando-se o 4-
nitrofenol como molécula molde. A estratégia de sintese adotada
neste trabalho € um exemplo de aplicagdo de MIP em amostras de
dgua, cuja sintese € realizada em solvente aprético.

A extrac@o “on-line” em fase sélida com MIP também tem sido
empregada em associacdo com técnicas eletroquimicas. Mena e co-
laboradores®" desenvolveram um método para pré-concentragio se-
letiva do pesticida pirimicarb (um pesticida da classe dos carbamatos)
em MIP, cuja detecgdo foi realizada por voltametria de pulso dife-
rencial empregando eletrodo de mercirio com gota pendente como
eletrodo de trabalho. No referido trabalho, os autores sintetizaram o
MIP em cloroférmio e o aplicaram como extrator em amostras de

Tabela 2. Algumas aplicagdes dos MIP como sorventes seletivos em extragdo em fase sélida

Analito Amostra Solvente de sintese Meio de extracio Ref.
Pentamidina Urina 2-Propanol Acetonitrila e tampio 75
fosfato de potdssio
Atrazina Figado Cloroférmio Cloroférmio 76
Tamoxifeno Plasma e urina Acetonitrila Plasma e urina 77
Sameridina Plasma Tolueno Heptano-etanol (9:1 v/v) 78
Teofilina Soro Cloroférmio Cloroférmio 79
Propanolol Padrdes aquosos Tolueno Agua 80
4-Aminopiridina Soro Cloroférmio Cloroférmio 81
Fenotoina Plasma Acetonitrila-THF Plasma 82
(76:24 viv)
Nicotina Tabaco Diclorometano Metanol-NaOH 0,1 mol L 83
Clorotriazinas Amostras de dgua Diclorometano e tolueno Meio aquoso 19
e sedimento
Bupivacaina Plasma Tolueno Plasma diluido em 21
tampdo citrato pH 5,0
Terbutilazina e ametrina Suco de uva e solo Diclorometano Diclorometano e 84
metanol 1% (v/v)
Antioxidantes Suco de maca Acetonitrila Metanol ou em 85
(BHA), (BHT) e (PG) acetonitrila
Quercetina Vinho tinto Acetona Vinho 86
Micotoxina ocratoxina A Vinho tinto Cloroférmio Vinho 87
(OTA)
Triazinas Batata, milho e ervilha Tolueno Tolueno 88
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dgua. Percentuais de recuperagio variando de 95 a 102% para amos-
tras de dgua (4gua de torneira, de rio, de fonte natural) atestaram a
valida¢do do método. Em um trabalho semelhante, Mena e colabo-
radores® aplicaram os MIP na extragdo de cloranfenicol em solu-
¢des oftdlmicas e em amostras de leite. Testes de seletividade na
presenga de vdrias substincias confirmaram o desempenho seletivo
do MIP onde o percentual de recuperacéo para o cloranfenicol foi de
99 %. Além da seletividade obtida na extracdio, um fator de pré-
concentragdo de 500 foi obtido empregando um volume 250 mL de
amostra e 0,5 mL de eluente (metanol).

Microextracio em Fase Sélida (SPME)

A técnica SPME foi proposta em 1990 por Arthur e Pawliszyn®.
O dispositivo de extrac@o consiste basicamente de uma fibra dptica
de silica fundida recoberta por um material polimérico, acondicio-
nada dentro de uma agulha de aco inoxidavel. O procedimento de
extracdo ¢ realizado pela inser¢io da fibra no “headspace” ou direta-
mente na amostra. Apds um determinado tempo de extracdo dos cons-
tituintes de interesse, a fibra € recolhida e levada a um injetor de um
cromatdgrafo a gds para promover a dessor¢ao térmica dos compos-
tos. Também, € possivel efetuar a dessorcdo por meio de solventes
quando a separagdo for feita por HPLC. Atualmente, a SPME ¢ uma
técnica bastante difundida para extracio de vdrios constituintes de
amostras ambientais, bioldgicas, alimenticias, entre outras. Entre-
tanto, face ao limitado nimero de fases poliméricas comerciais, para
determinadas amostras a SPME apresenta reduzida seletividade. Nes-
te sentido, o emprego dos MIP em SPME surge como uma opcao
viavel para promover uma extra¢do mais seletiva e, conseqiiente-
mente, melhorar a etapa de separagdo cromatografica.

O primeiro trabalho foi proposto por Koster e colaboradores®,
onde a espécie brombuterol em amostras de urina foi extraida por
SPME e quantificada por HPLC com detec¢do eletroquimica. Para
preparo do MIP-SPME, a fibra silanizada imersa na solugdo
polimérica foi submetida a radiagdo UV (350 nm) por 12 h a 4 °C.
Testes de seletividade da fibra MIP-SPME com os concomitantes
clembuterol, formoterol, timolol, mabuterol e mapenterol aponta-
ram que substancias com estruturas similares ao brombuterol tam-
bém sdo retidas no polimero. Desta forma, foi necessdrio incluir
uma etapa de limpeza com acetonitrila para garantir maior
seletividade ao método e viabilizar sua aplicacdo.

Outro trabalho no segmento de SPME com MIP foi propos-
to por Mullett e colaboradores®. Neste trabalho, a combinagio
MIP-SPME “in tube” foi utilizada para extrair propranolol adi-
cionado a amostras de soro sanguineo na presenca de
concomitantes, utilizando HPLC como técnica de separacdo
cromatografica. O termo “in tube” € utilizado porque a extragdo
¢é conduzida dentro de um capilar, diferente da SPME convenci-
onal onde fibras sdo usadas para extracdo. O MIP sintetizado
com didmetro médio de particulas de 50 um foi inserido em um
capilar de silica fundida (80 mm x 0,76 mm di). Os compostos
extraidos no capilar eram posteriormente dessorvidos com uma
mistura de solventes e depois transportados a coluna
cromatogréafica. A estabilidade do polimero foi considerada
satisfatoria, uma vez foi possivel executar até 500 amostragens
num periodo de 6 meses sem perdas de eficiéncia na extragdo.

EMPREGO DE MIP EM TECNICAS CROMATOGRAFICAS
E ELETROFORETICAS

A técnica HPLC tem mostrado considerdvel aplicacdo na sepa-
racdo de inimeros compostos em matrizes bioldgicas, ambientais,
alimenticias, entre outras®. A partir da década de 80, com o advento
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das técnicas CE e CEC, novos estudos de separagio para uma gama
de amostras foram conduzidos a partir da complementagdo das téc-
nicas citadas®. Particularmente, os estudos envolvendo separagdes
quirais sdo fundamentais no acompanhamento de reacdes organicas
e em amostras clinicas. Em HPLC, as separacoes quirais podem ser
efetuadas em fases estaciondrias ligadas com derivados de celulose
ou amilose®” ou por par i6nico”. Para as técnicas CE e CEC as
ciclodextrinas, como grupos seletivos, bem como os meios micelares,
sdo comumente empregadas em separagdes quirais®!®. Apesar des-
tas categorias de separac@o conferirem elevado grau de resolucio
quiral, varios trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade dos MIP
em HPLC, CE em gel e CEC para separacdo de enantidmeros.

Para avaliar o desempenho dos MIP em técnicas de separagido
deve-se considerar duas caracteristicas importantes: a capacidade se-
letiva do MIP na presenca de concomitantes e o efeito de impressao
do MIP para uma molécula molde (analito) em relagdo a um polimero
ndo impresso, conhecido com NIP (“Nonimprinted polymers”). Estas
caracteristicas sdo investigadas a partir dos seguintes pardmetros: K~
(fator de retencdo), o (fator de separagdo), /, (fator de impressdo) e RI
(indice de reteng@o). O fator de retengéo'”' K~ ¢ dado pela Equagéo 1.

. t, —t
o (=t N

tO
onde #, € o tempo de retengdo do analito e ¢, 0 tempo de retengdo do
solvente. Este parametro € utilizado para diferenciar, a partir do tempo
de retencdo, a seletividade do MIP para duas espécies quimicas. Desta
forma, quanto maior for a diferenca do valor de K para o analito em
relacdo ao K do concomitante, melhor a seletividade do MIP para o
analito. O concomitante pode ser um composto com estrutura simi-
lar ao analito ou também um enantidmero. Apesar do fator de reten-
¢do permitir inferir o grau de seletividade do MIP para um analito,
em situacdes onde a diferenca de K do analito e do K’ do concomitante
for igual para MIP e NIP, o referido pardmetro empregado isolada-
mente ndo traz informagdes apuradas acerca da seletividade do
polimero. Nestes casos, recomenda-se utilizar o fator de separagio'”
(Equac@o 2), definido pela razdo entre o fator de reten¢do do analito

(K ,.,) € o fator de retengdo do concomitante (K, ) obtidos
para ambos, MIP e NIP.
_ K analito _ K analito
Qpp = —= Oyp = —= 2
K concomitante K concomitante

O fator de separacdo € empregado quando se pretende avaliar o
desempenho da separa¢do do MIP em relagdo ao NIP, investigando
o comportamento de duas espécies quimicas (o analito e o
concomitante). Como a avalia¢do do fator de separacdo € feita por
comparacdo entre os dois valores de K, obviamente o fator de se-
paragdo apenas para o analito tanto no MIP quanto no NIP serd
sempre 1. Desta forma, como K’ . >K . "o fator de separa-
¢do para o analito e concomitante torna-se maior que 1, especial-
mente para o MIP em virtude de seu carater seletivo. O melhor
desempenho do MIP para um dado analito e na presenca de
concomitantes ocorre, portanto, quanto maior for o valor de seu
fator de separa¢do em detrimento ao fator de separagdo do NIP.

E possivel também verificar o desempenho do MIP em relagio
ao NIP por meio do fator de impressdo'® (Equagdo 3). Neste caso,
se K',,,>>>K',  melhor serd o desempenho seletivo do MIP.

K
J ===

= 3)
/ K yp
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O fator de impressdo obtido para o analito sempre deve ser
superior a 1 e, obviamente, maior que aqueles obtidos para os
concomitantes.

Tal como o fator de separacdo hd ainda a possibilidade de ava-
liar o cardter seletivo dos MIP fazendo-se uso do indice de reten-
¢do (RI) dado pela Equacido 4, que permite avaliar o grau de reco-
nhecimento molecular do MIP para um dado analito em relacio ao
NIP. O RI é empregado quando os tempos de retengdo dos
concomitantes e do analito no NIP sdo diferentes, sendo, portanto,
necessdrio realizar a normalizacdo dos tempos de retencdo. Desta
forma, por defini¢do, o valor do R/ para o analito € de 1, ao passo
que os concomitantes que sio retidos no MIP em menor extensio
adquirem valores de R/ menores que 1.

R[ —_ Kconcomitanre (MIP)/K concomitante (NIP)

“)

K analito( MIP ) /K analito( NIP )

Como aplicagdo dos MIP como fases estaciondrias para
HPLC cita-se o trabalho realizado por Hwang e Lee'*™, onde o
MIP foi empregado com intuito de separar os enantiomeros (-
) e (+) da fenilpropanolamina, uma droga quiral. Para avaliar
o cardter seletivo da fase estaciondria, dois polimeros foram
preparados com os enantidmeros (-) ou (+) da fenilpropanolamina.
Ap6s a polimerizagdo, o solido resultante foi colocado em co-
lunas de HPLC, onde solugdes sintéticas dos enantidmeros
foram cromatografadas em fase mével dgua-dcido acético-
acetonitrila (1,5:6,5:92 v/v/v). Foram obtidos fatores de sepa-
rac¢do variando de 1,8 a 3,8 quando do uso do MIP preparado
com o enantiémero (+) e de 2,1 a 2,6 com o enantidmero (-).
Apesar de tais fatores de separagdo terem sido superiores aos
obtidos com coluna de fase reversa (C,), houve alargamento
dos picos, possivelmente atribuido a heterogeneidade das par-
ticulas e dos sitios de ligacio.

Em outro tipo de aplicacdo de MIP como fases estaciondrias
para HPLC, Skudar e colaboradores'’! relataram a separagdo de
antibidticos B-lactamas (penicilina V e G e oxacilina). Efetuaram
a separagdo cromatografica dos trés antibiéticos no polimero sin-
tetizado com oxacilina como molécula molde. A mistura de
acetonitrila-propanol (99:1 v/v) foi utilizada como fase mével.
Foram obtidos dois picos cromatogrificos, onde o primeiro era
referente as espécies penicilina V e G e o segundo, relativo a
oxacilina com maior tempo de retengao. Este perfil cromatografico
evidencia o carater seletivo dos MIP. Em consonéncia, os fatores
de retengdo e separagdo, bem como os indices de retencdo atesta-
ram a seletividade da coluna cromatografica. Além da aplicacio
dos MIP em HPLC, alguns trabalhos tém relatado o emprego des-
tes polimeros em TLC na separacdo de drogas quirais'®'%.

No que se refere as técnicas de CEC empregadas para separa-
¢do enantiomérica, em geral, o preparo dos MIP ocorre in situ,
ou seja, dentro do capilar de silica fundida. Uma representagdo
esquemadtica da polimerizacdo in situ ¢ mostrada na Figura 8.

Schweitz e colaboradores'”” reportaram a separagéio enantiomérica
de propanolol e metoprolol por CEC utilizando diferentes polimeros
sintetizados com os enantidmeros (R) e (S) das espécies estuda-
das. Entre os resultados obtidos, foi possivel separar a mistura
racémica (R) e (S) propanolol usando o polimero construido com
(R)-propanolol. Da mesma maneira, mediante o emprego do MIP
preparado com a molécula molde (S)-metoprolol, a mistura
racémica (R) e (S) metoprolol foi separada com éxito. A elevada
resisténcia quimica do MIP permitiu aplicar altas voltagens no ca-
pilar, resultando na separagdo dos enantidmeros em apenas 2 min.
Outra caracteristica marcante do MIP refere-se a sua estabilidade,
preservando seu cardter seletivo durante 3 meses de uso.

Quim. Nova

Janela de detecgio

Coluna capilar

- o

Coluna capilar

Mistura reacional (analito,
mondmero, solvente, reagente de ligagio
cruzada e iniciador radicalar)

na presenca de radiagiio UV

S K

SRR

Coluna capilar

ﬂ Janela de detecgiio

—
O & ©

Representacio de um sistema de eletroforese capilar

Remogiio do analito com o eletrélito

Figura 8. Representagdo esquemdtica do procedimento de preparo in situ do
MIP para a técnica de eletrocromatografia capilar (ECE)

Um trabalho similar a este citado, foi realizado por Lin e
colaboradores'® onde os enantiémeros D e L do aminodcido
fenilalanina foram separados por CEC contendo MIP como ma-
terial seletivo. Com base nos eletrocromatogramas, a separacio
dos enantidmeros D e L da fenilalanina foi obtida, porém, a
resoluc@o ndo foi satisfatéria (R = 1,22), basicamente devido
aos reduzidos nimeros de pratos tedricos. Para exemplificar a
importancia do didmetro das particulas em separagdes
eletroforéticas, Lin e colaboradores'” demonstraram a separa-
¢30 enantiomérica da D e L fenilalanima por eletroforese capi-
lar em gel. A diferenga do emprego dos MIP em CE em gel e em
CEC decorre que, na primeira, as particulas obtidas do MIP sdo
incorporadas com gel (geralmente poliacrilamida) e entdo
inseridas dentro do capilar, enquanto que na CEC o processo de
formacdo do MIP ocorre in situ. Em CE em gel, o controle do
diametro de particulas do MIP assegurou melhor resolucédo
cromatogréfica (R_ = 1,41). Outras aplicagdes dos MIP como
fases estaciondrias para HPLC, bem como em CE e CEC estdo
reunidas na Tabela 3.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os MIP sdo polimeros biomiméticos amplamente empregados
em quimica analitica. No campo de preparo de amostras, a partir
do niimero de publicagdes, pdde-se constatar que o emprego dos
referidos polimeros em SPE mostrou um rdpido aumento, basica-
mente devido as caracteristicas vantajosas da SPE e ao cardter se-
letivo dos MIP. Embora seja plausivel considerar que etapas de
limpeza em MIP-SPE sejam desnecessdrias, praticamente em to-
dos os trabalhos tais etapas foram necessdrias. De fato, estes pro-
cedimentos s@o requeridos pois, durante a reagdo de polimerizagao,
além da formacao de sitios seletivos, hd também a formagdo de
sitios ndo especificos onde os concomitantes da amostra ficam re-
tidos. Assim, a seletividade em MIP-SPE é também governada
mediante a escolha rigorosa do solvente de limpeza. Em relacdo a
SPME, a aplica¢do dos MIP € ainda escassa na literatura, indican-
do que novos estudos com énfase em reagdes de polimerizacio e
em procedimentos de incorporacdo dos polimeros sobre as fibras
figuram atraentes, no sentido de potencializar a associagdo MIP-
SPME.

Com respeito as técnicas de separagdo, a HPLC e a CEC con-
tendo MIP como fases seletivas sdo igualmente empregadas em
separacdes quirais. Entretanto, o bom desempenho dos MIP em
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Tabela 3. Algumas aplicagdes dos MIP como fases estaciondrias em HPLC e materiais seletivos em CE e CEC

Analito Meétodo de polimerizagdo Técnica de separacio Ref.
Pentamina In situ CE 110
Enantiomeros da pivacaina In situ CEC 111
Enantiomeros do aminoécido dansil leucina Polimerizacdo em “bulk” HPLC 112
Aminodcidos e peptideos Polimerizacdo em “bulk” HPLC 113
Acido salicilico Polimerizacdo em “bulk” HPLC 114
Aminodcidos Polimerizagdo em multi-etapas HPLC 115
Efedrina Polimerizacdo em “bulk” HPLC 116

HPLC no que tange a melhor resolu¢do cromatogréfica depende
das condicdes de preparo, as quais podem influenciar no tamanho
e formato das particulas, bem como na uniformidade dos sitios
seletivos. Adicionalmente, cabe lembrar que a maioria dos traba-
lhos relata separacdes enantioméricas de amostras sintéticas, sen-
do isto mais um indicativo de que o uso dos MIP em técnicas de
separaciio se encontra em franco desenvolvimento. E valido lem-
brar que, apesar da aplicagdo dos MIP ser amplamente voltada para
moléculas com peso molecular baixo, ainda que de maneira escas-
sa, pode-se também empregar a tecnologia MIP com éxito na sepa-
racdo de macromoléculas, tais como as proteinas.

Como comentarios finais, a habilidade dos MIP em simular
seletivamente o reconhecimento molecular, tal como € feito com a
interagdo antigeno-anticorpo, traz contribui¢des significativas para
melhoria em seletividade e sensibilidade em quimica analitica,
principalmente apresentando potencialidades como materiais
poliméricos seletivos em substituicio aos métodos de
imunoafinidade em cromatografia, bem como em relacdo aos ma-
teriais convencionais empregados em extragdo em fase sélida (C,,
e resinas). Os sistemas biomiméticos sintéticos que caracterizam
os MIP possuem vantagens em relacio aos sistemas biolégicos no
tocante a simplicidade do preparo, baixo custo e estabilidade. Ape-
sar das vantagens conferidas aos MIP, acreditamos que a
comercializagdo destes polimeros depende basicamente de trés fa-
tores: o desenvolvimento de novos métodos de polimerizacdo em
escala industrial que garantam a uniformidade das particulas
poliméricas, condi¢Ges propicias em técnicas de separagdo, parti-
cipacdio de inddstrias, em especial farmacéuticas, no financiamen-
to e direcionamento das pesquisas e novos estudos em relagdo a
sintese dos MIP visando o melhor reconhecimento da interagdo
analito-monomero e, conseqilientemente, tornando-os ainda mais
seletivos.
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