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Resumo

Os polimeros de impressdo molecular sio materiais sintéticos dotados de sitios especificos de
reconhecimento. Esses materiais sdo obtidos por reagdes de polimerizagdo que fixam, estrategicamente,
monomeros funcionais ao redor de uma molécula modelo de acordo com os grupos ligantes e com a
estereoquimica de ambas as moléculas. Os MIPs tém sido amplamente empregados em procedimentos
de preparo de amostras, como extra¢do e microextracdo em fase solida, extracdo sortiva em barra de
agitagéo, extragdo com adsorvente magnético, microextragdo com sorvente empacotado, entre outras.
Este artigo de revisdo tem como objetivo apresentar o que hd de mais recente no emprego de MIP para
extragdo de compostos organicos, evidenciando as vantagens de cada aplicagdo, bem como as mais
promissoras tendéncias que sustentam a evolugdo e o aperfeicoamento de cada técnica.
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Molecularly imprinted polymers in sample preparation for organic
compounds analysis: applications and trends

Abstract

Molecularly imprinted polymers are synthetic materials with molecular recognition ability. These
materials are obtained by polymerization reactions that fix the functional monomers around the template
molecule according with the binding groups and the stereochemistry of both molecules. The MIPs have
been extensively used in several applications with emphasis for sample preparation procedures as solid
phase extraction, solid phase microextraction, extraction by magnetic sorbents, microextraction by
packed sorbent among others. So, the objective of this review is to present the novelty in MIP use for
organic compounds extraction and point out the advantages of each application, as well as what is most
promising in the evolution and improvement of each technique.
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1 Introducéo

O preparo de amostras certamente é a etapa
mais importante do processo analitico, prin-
cipalmente porque ¢ a maior fonte de erros de
imprecisdo e inexatidao!l. Essas técnicas tém
como objetivos extrair, isolar e concentrar os
analitos de interesse, transferindo-os para um
meio que possa ser introduzido diretamente no
sistema analitico®. Um preparo de amostra ideal
deve agregar caracteristicas tais como: elimina-
¢ao de interferentes da matriz, perda minima
da amostra, pré-concentracio do analito, boa
recuperagdo, compatibilidade com a técnica de
deteccdo, simplicidade, robustez, reprodutibili-
dade, rapidez e, preferencialmente, baixo custo!?.
Levantamentos realizados na década de 90 mos-
traram que o preparo de amostras é responséavel
por consumir pelo menos 61% do tempo total de
uma analise, e mais de 80% desse tempo quando

em associa¢do com a etapa de amostragem!?..

Apesar dos avancos alcancados no desen-
volvimento de equipamentos analiticos de alta
eficiéncia, é possivel observar que o preparo de
amostras ainda é pouco explorado quando com-
parado com as demais etapas analiticas. A com-
plexidade e a presen¢a de muitos concomitantes
na matriz (muitas vezes em concentra¢des maio-
res do que a das substincias de interesse) fazem
com que o pré-tratamento seja indispensavel e

deveras dificil™*.

O preparo de amostras pode ser classificado
em exaustivo ou ndo exaustivo, de acordo com a
forma usada para extrair os analitos da matriz. O
processo exaustivo tem como objetivo a remogao
completa dos analitos e sua transferéncia para
a fase extratora. As técnicas ndo exaustivas sdo
baseadas em principios de equilibrio, uma vez
que a capacidade da fase extratora é pequena e
insuficiente para a completa remogao dos anali-

tos!l.

MIPs em preparo de amostras

As técnicas de preparo de amostras mais
usualmente utilizadas sdo: extragao liquido-
-liquido (LLE), extragdo em fase solida (SPE),
microextra¢ao em fase liquida (LPME), microex-
tragdo em fase solida (SPME), headspace, extra-
¢do em fluido supercritico (SFE), extracdo sor-
tiva com barras de agita¢ao (SBSE), entre outras.
Contudo, apesar de se mostrarem eficientes, estas
técnicas convencionalmente podem apresentar
pouca seletividade quando empregam sorventes
convencionais. Além disso, as técnicas miniatu-
rizadas como LPME e SPME normalmente apre-
sentam baixa capacidade de pré-concentragao
devido a pequena quantidade de sorvente, pre-
judicando a identificagdo e a quantificagao das

substancias de interesse!®19.

Uma possibilidade bastante explorada
nas ultimas décadas para solucionar estes
problemas é a utilizagdo de polimeros mole-
cularmente impressos (MIPs). Os MIPs sao
considerados sorventes dotados de seletivi-
dade melhorada para certa substincia ou para um
grupo de substincias estruturalmente semelhan-
tes!"!. A histéria da impressio molecular teve
inicio com os experimentos de Polyakov!'? em
1931, que conseguiu demonstrar que a seletivi-
dade molecular poderia ser impressa em silica
gel por pré-tratamento do acido silicico com
adsorbatos orgéanicos antes de sua policonden-
sagdo. Mais tarde Dickey, nas décadas de 1940 e
1950, realizou investigagdes mais extensas.
Dickey precipitou acido silicico na presenga de
corantes alquilo e descobriu que, ap6s a secagem
do hidrogel e removendo o excesso dos agen-
tes impressores, o que resultou foi um xerogel
com uma capacidade de adsor¢ao grandemente
aumentada para o corante em questdo. Os poli-
meros organicos apareceram pela primeira vez
na década de 1970, quando polimeros de vinila
foram impressos covalentemente por Wulff e

Sarhan!™. A impressio ndo covalente, como é
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conhecida nos dias atuais, foi introduzida uma
década depois, com a publicagido de trabalhos
sobre aplicagdes generalizadas dos MIPs em mui-
tos campos diferentes!'*!”). Desde entdo foi possi-
vel observar um enorme crescimento no niimero
de publicac¢oes referentes ao uso dos MIPs, prin-
cipalmente a partir da década de 1990, quando
este crescimento passou a ser exponencial'®.

Os MIPs sao materiais rigidos e tridimen-
sionais sintetizados ao redor de uma molécula
modelo (MM) por meio de ligagdes covalentes
ou ndo covalentes. Os sitios de reconhecimento
sao obtidos pelo arranjo de mondmeros fun-
cionais (MFs) polimerizaveis ao redor da MM.
Os complexos sao fixados através de reagoes de
entrecruzamento de polimeros e, apds a remogao
da MM da matriz polimérica, os sitios especifi-
cos de reconhecimento sdo expostos, exibindo
afinidade a MM (Figura 1)1,

Desde que o primeiro trabalho sobre MIPs
para extragoes em fase solida (MISPE) foi apre-
sentado por Sellergren em 1994, diversos arti-
gos que tratam da utiliza¢ao de MIPs no preparo
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Figura 1
de ligacéo cruzada.
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de amostras tém sido publicados para a analise
de varios tipos de matrizes como fluidos biol6gi-
cos, amostras de alimentos, amostras ambientais,

entre outras.

Nos métodos bioanaliticos, os MIPs vém
sendo utilizados para o isolamento e pré-concen-
tracdo de uma grande variedade de analitos em
fluidos bioldgicos, tais como urina, saliva, soro,
plasma!'®?*%! e amostras de tecido, como cabelo
e figado®*". O primeiro exemplo de aplicagio
de MIPs em analise de amostras biologicas foi
relatado por Sellergren®! para determinagdo de
pentamidina em urina. Desde entdo, ficou claro
que uma otimizac¢do cuidadosa de todas as vari-
aveis de extracdo é indispensavel para o sucesso

do uso de MIPs em preparo de amostras.

Em andlises ambientais, os polimeros
impressos tém sido empregados para a extragdo
de praguicidas, produtos farmacéuticos, com-
postos fendlicos, entre outros, em amostras de
dgua, sedimento e solo”'**. O primeiro trabalho

que descreveu este tipo de aplicacao dos MIPs

l

Polimerizagdo

Elui¢ao/ligacdo

v,

MIP

Esquema genérico da sintese de MIP: MF: monémero funcional; MM: molécula modelo; e ALC: agente
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relata a extragdo de seis clorotiazinas em amos-
tras de agua subterrinea e sedimento, utilizando

um polimero impresso com terbutilazina®>¢l,

O uso de MIPs para analise de amostras de
alimento ainda representa uma pequena fragao
em namero de publicagdes quando comparado
a analises de amostras bioldgicas e ambientais.
Entretanto, espera-se que haja um aumento sig-
nificativo dessa aplicagdo em virtude das ja bem
comentadas vantagens da utilizagdo dos MIPs
em amostras complexas. Contudo, cabe destacar
alguns procedimentos de extragdo em fase sélida
molecularmente impressa nesse tipo de matriz,
incluindo: andlise de praguicidas, farmacos,
compostos fenolicos e toxinas em matrizes como
leite, vinho, cereais, frutas, frutos do mar, entre

outros?® 4,

2 Metodologias de sintese

Os processos de sintese dos MIPs mais
empregados atualmente sdo a polimerizagao por
sol-gel e aqueles em que a polimerizagao ocorre
a partir de radicais livres. O processo sol-gel tem
como atrativo a combinagao de compostos orga-
nicos e inorganicos dando origem a uma nova
classe de materiais com diferentes propriedades.
Sua rota de sintese é baseada em uma transi¢ao
do sistema sol (dispersdo de particulas coloi-
dais estaveis em um fluido) para um sistema gel
(sistema formado por estruturas rigidas de par-
ticulas coloidais ou cadeias poliméricas). Esta
metodologia de sintese vem se popularizando e
tem sido empregada em polimeros para analise
de amostras ambientais, fluidos biologicos e ali-
mentos através de diferentes técnicas de extra-
caol®l,

A formagdo de compostos tridimensionais
pelo processo sol-gel se da através de precur-
sores que podem ser moléculas trifuncionais,

como MeSi(OR), ou tetrafuncionais, como

MIPs em preparo de amostras

Si(OR),, que em presenca de umidade, oriunda
do ar ou da propria dgua, sofrem uma reagao de
hidroélise, gerando grupos silanéis. Em seguida,
ocorrem reagdes de condensagdo destes grupos
silandis com alcéxidos (-SiOR) ou outros sila-
ndis (-SiOH), liberando dlcool (R-OH) ou H,O,
respectivamente. Estas reagdes podem ser acele-
radas por catalisadores a base de sais de alquil
estanho, por exemplo. Neste processo, quando
o precursor do sol-gel é um sal, a reagdo ocorre
entre ele e o solvente, que geralmente é polar.
Quando o precursor é um alcoxido metalico, é
acrescentado um MF ao processo, dando espe-
cificidade aos sitios de ligagao. O tetraetilortos-
silicato (TEOS)“** merece destaque por ser o
reagente mais utilizado na sintese de MIPs pelo

processo sol-ge1[43,4s,49]_

A sintese a partir de radicais livres, sem
davida, é a mais utilizada para a obtenc¢do dos
MIPs. Neste sentido, ha trés diferentes aborda-
gens: a covalente, a ndo covalente e a semicova-
lente. Na primeira abordagem, ocorrem ligagoes
covalentes reversiveis entre a MM e o ME. A reti-
rada da MM ocorre pela clivagem das ligagdes
correspondentes. A forte ligagdo entre a MM
e o MF ¢ a principal vantagem desta forma de
sintese, o que garante uma maior seletividade ao
material, porém, dificulta o processo de eluigdo
dos analitos, sendo necessdrio, em muitos casos,

procedimentos drasticos de hidrolise®.

A sintese ndo covalente ocorre a partir da
formagdo de interacbes relativamente fracas
(ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas
etc.) entre a MM e o ME. Ela oferece a possibili-
dade de aplicacdo para analitos que pertencam a
uma mesma classe e, devido a facilidade de elui-
¢do dos compostos de interesse, tem sido exten-
samente utilizada para o preparo de amostras.
Contudo, os polimeros obtidos oferecem uma
menor seletividade quando comparados aqueles

que foram obtidos pela sintese covalente!*.
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Buscando as vantagens que essas duas abor-
dagens oferecem, foi criada a sintese semicova-
lente, que estabelece que o processo de polime-
rizacao seja mediado por ligagdes covalentes,
garantindo maior seletividade, enquanto as
demais interacdes, durante a utilizacdo do mate-
rial, sejam estabelecidas por ligagdes nao cova-

lentes, facilitando assim o processo de eluigaol®!!.

A abordagem ndo covalente ¢ a mais empre-
gada quando falamos de MIPs utilizados no pre-
paro de amostras. A sintese acontece da junc¢ao
de alguns componentes como a MM, o ME o
agente de ligacdo cruzada, o iniciador radicalar
e o solvente porogénico. A escolha desses rea-
gentes deve ser bem estudada, pois a qualidade
do produto final é determinante para que haja
seletividade. Ao se definir a molécula modelo e
o monomero funcional, é necessario observar e
estimar as possiveis intera¢cdes intermolecula-
res que ocorrerdo entre eles, a fim de que estas
sejam favoraveis a retengao seletiva do analito.
Relatos recentes apontam o acido metacrilico
(MAA)F**7 ¢ a 4-vinilpiridina (4-VP)P>*¥ como
os MFs mais utilizados. Os agentes de ligagao
cruzada (ALC) sdo os responsaveis pelo cara-
ter tridimensional dos MIPs. Os mais utilizados
sdo o divinilbenzeno (DVB)® e o etilenoglicol
dimetacrilato (EGDMA)P?%, O iniciador radi-
calar é o responsavel pelo inicio da polimeriza-
¢do. Esta pode ocorrer por um processo termo-
quimico e/ou fotoquimico. O mais empregado é
o azoisobutironitrila (AIBN)®** Com rela¢do
ao solvente utilizado, é importante lembrar que
ele deve solubilizar os reagentes sem que haja
reacdo entre eles. Neste contexto, destaque para o
tolueno, metanol e cloroférmio, que sao os mais
utilizados!**!.

Devido ao baixo reconhecimento molecu-
lar em meio aquoso, diferentes estratégias sdo
utilizadas para que materiais sintetizados com

solventes porogénicos orgénicos apresentem boa
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recuperagdo durante sua utiliza¢do em matri-
zes aquosas. Dessa forma, sdo apresentadas trés
metodologias de sintese: in bulk, por precipita-

a0 e por suspensaol®..

A primeira e mais utilizada é a polimeri-
zagdo in bulk. Nesta metodologia, os reagentes
sao colocados em uma ampola de vidro que ¢é
lacrada, formando no final da sintese um mono-
lito que vai ser macerado, tamisado e lavado
para a retirada da MM. Devido a necessidade de
maceragao, as particulas finais apresentam tama-
nho homogéneo, porém, formato irregular®.
Relatos na literatura apresentam a utilizacao
deste tipo de polimerizacdo para a obtenc¢do de
MIPs empregados em diversas técnicas de pre-
paro de amostras, tais como SPE, SPME, entre

outras!®>°>%,

Outro tipo de sintese radicalar é a que ocorre
por precipitacao. Ela se diferencia da sintese in
bulk pelo grande volume do solvente porogénico
empregado. O procedimento ocorre sob agitagao
e os polimeros apresentam tamanhos e formatos
mais uniformes*’. Algumas variantes da sintese
por precipita¢ao tém sido empregadas, como, por
exemplo, a polimerizacio controlada (RAFT).
Como vantagem, ela apresenta a possibilidade
de controle do inicio, término e da velocidade
da sintese por meio do uso de um controlador!®.
Um MIP para atrazina foi sintetizado pelo pro-
cesso de RAFT utilizando nanoparticulas de
silica, MAA, EGDMA, AIBN, acetonitrila e o
agente controlador. O material apresentou mor-
fologia mais uniforme e uma maior capacidade
de ligagdo quando comparado aos MIPs obtidos
por precipitagdo tradicional®. Ja em outro tra-
balho, um MIP, também obtido pelo processo de
RAFT, foi sintetizado empregando-se um mono-
mero hidrofilico, visando sua utilizagdo em meio
aquoso. Neste estudo, o herbicida acido 2,4 diclo-
rofenoxiacético foi usado como MM. Os demais
reagentes foram 4-VP, EGDMA, AIBN, metanol
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e o controlador cumil ditiobenzoato (CDB). O
precipitado obtido foi lavado e a sintese foi rei-
niciada acrescentando-se hidroxietil metacrilato
(HEMA) e AIBN. Houve formacio da camada
hidrofilica desejada no material, possibilitando
sua utilizacdo em matrizes aquosas, sem perda
de reconhecimento molecular®.

Ja na sintese por suspensdo, a reagao poli-
mérica ocorre dentro de gotas do monomero
dispersas em uma fase continua. Essas gotas ou
micelas sdo estabilizadas por um surfactante
colocado nesse meio reacional em que ocorre a
polimeriza¢ao!***. Como a fase continua para a
suspensao geralmente é agua, existe a tendéncia
do enfraquecimento das ligagoes eletrostaticas
e ligacoes de hidrogénio que ocorrem entre a
molécula modelo e 0 mondmero funcional. Para
solucionar este inconveniente, ja existem relatos
de suspensdes que substituem a agua por outros
reagentes na busca de um melhor reconheci-
mento da molécula®*!. O formato e o tamanho
do MIP obtido ao final da sintese vdo depender
do tamanho da micela formada. Assim, a sin-
tese de um MIP para analise de propranolol em
plasma foi proposta utilizando-se MAA, trime-
tilpropano trimetacrilato (TRIM), AIBN e ace-
tonitrila. Essa mistura foi colocada num frasco
com Oleo mineral. Posteriormente, ela foi agi-
tada em dispersor automético e a polimerizagao
ocorreu em um reator. Os pequenos mondlitos
formados foram pulverizados e tamisados para
utilizagdo®. Para andlise de anti-histaminicos
em agua, um procedimento similar foi adotado
por Walsh et al., tendo como unico diferencial
o acréscimo de 4gua no meio reacional’. A
sintese por suspensio também pode ser reali-
zada por intermédio de polimeros com granu-
lometria conhecida, inicialmente colocados nas
goticulas da suspensdo. Os demais reagentes de
sintese sdo acrescidos passo a passo até o inicio
da polimerizacao!®. Este processo foi empre-

MIPs em preparo de amostras

gado na sintese de um polimero de impressao
molecular restrito a ligagdo com macromolécu-
las (RAM-MIP) para herbicidas. Para isto, uma
dispersao de dibutilftalato, dodecil sulfato de
sodio e 6leo foi preparada. Particulas de poliesti-
reno foram dispersas neste meio. Num segundo
momento, 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitrila),
tolueno e alcool polivinilico foram integrados
ao meio reacional. Por fim, houve a adi¢do da
atrazina (MM), MAA e EGDMA. Para evitar os
problemas citados anteriormente com relagao a
utilizagdo de 4gua no meio reacional, os autores
propuseram o recobrimento do MIP por uma
camada protetora. Assim, glicidil monometacri-
lato (GMMA), glicidil dimetacrilato (GDMA) e
perdxido dissulfato de potassio, foram acrescen-
tados ao meio reacional, finalizando a sintese.
O material obtido apresentou uma morfologia
homogeénea e, depois de lavado, mostrou-se apto
para utilizagdo como fase estacionaria em cro-

matografia liquida®.

Finalmente, pode-se constatar que uma
metodologia de sintese deve ser selecionada com
base nas aplicagdes dos respectivos polimeros e
levando em conta o tipo e a técnica de preparo

de amostras®!.

3 Emprego de MIP no preparo de
amostras

3.1 Extragdo em fase sélida
molecularmente impressa — MISPE

Basicamente, duas configuragdes de MISPE
tém sido empregadas para o preparo de amostras,
a off-line e a on-line (Figura 2). Os protocolos off-
-line sao bem semelhantes aos procedimentos de
SPE convencionais. Tipicamente, uma pequena
quantidade de MIP (15-500 mg em média) ¢é
empacotada em cartuchos de polietileno ou poli-

propileno (Figura 2) . Em seguida, realizam-se as
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etapas de condicionamento, carregamento com
amostra, lavagem (quando necessario) e eluigo.
Depois da extracéo, o eluato resultante é entdo
introduzido no sistema analitico®®®!.

A principal vantagem que os MIPs tém a
oferecer para a SPE ¢ uma significativa melhora
na seletividade da extracdo, uma vez que este
sorvente fornece uma maior retengao para o ana-
lito de interesse do que para o restante dos com-
postos também presentes na amostra. Muitas
vezes 0os MIPs também podem extrair estruturas
estreitamente relacionadas a MM (geralmente
compostos da mesma classe) através de um efeito
conhecido como seletividade cruzada, o que per-
mite a obtenc¢do de extratos limpos, facilitando
assim a quantificagdo dos analitos de interesse!'!l.

Nos ultimos anos, tem-se verificado um
enorme desenvolvimento de métodos que uti-
lizam a MISPE off-line para uma grande varie-
dade de analitos em diversos tipos de amos-
tras (biologicas, ambientais e de alimentos).
Javanbakht et al. desenvolveram um método que
utiliza a MISPE como técnica de limpeza e pré-
-concentragdo combinada com a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector ultra-
violeta (HPLC-UV) para analise de tramadol
a partir de amostras de plasma e urina. Neste

® ®

Descarte

Amostra

Figura 2 Cartucho de exiracdo em fase sélida
usando MIP (a) e sistema on-line de extragdo em fase
sélida usando MIP (b). V1 e V2 sao vdlvulas de 6
vias, A é amostra, BA e BB sdo bombas, C1 é coluna
analitica e L é loop de amostragem.
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estudo, o MIP foi preparado utilizando-se MAA,
EGDMA, cloroférmio como solvente porogénico
e tramadol como MM. O polimero impresso foi
empregado como sorvente para a SPE. Varios
parametros que afetam a eficiéncia da extragdo
foram avaliados e as condi¢oes dtimas de extra-
¢do foram otimizadas. A seletividade do MIP foi
avaliada através de testes com varias substancias
de estrutura quimica semelhantes ao tramadol.
Os autores conseguiram obter baixos limites de
detec¢do e quantificacdo, bem como niveis de

recuperagéo satisfatorios!”’..

Em outro estudo, um MIP com seletivi-
dade para metocarbamol foi planejado compu-
tacionalmente através de estudos de modelagem
molecular com base na sintese ndo covalente por
Gholivand & Khodadadian. A biblioteca virtual
contava com 18 tipos de MFs diferentes, com
os quais foi possivel simular a sintese, investigar
as possiveis interagdes entre os mondmeros, a
MM e o solvente ideal. Com base nos resultados
computacionais, o acido acrilico (AA) e o tetra-
-hidrofurano foram considerados as melhores
opgdes de escolha como MF e solvente porogé-
nico, respectivamente. O MIP foi entdo sinte-
tizado pelo método de precipitacdo e utilizado
como adsorvente seletivo para a SPE. Depois da
extracdo, a determina¢do do metocarbamol em
amostras de plasma pode ser efetuada por volta-
metria de pulso diferencial (DVP) e HPLC-UV.
A determinagao por DVP foi mais sensivel, mas
ambas as técnicas apresentaram precisao e exati-

dao equivalentes!®!.

Um método utilizando MISPE foi desen-
volvido por Yang et al. para analise de niveis de
nicotina em cabelo de fumantes e ndo fumantes
por HPLC-UV. O MIP foi sintetizado utilizando-
-se nicotina como MM e MAA como MFE. Este
método apresentou boa seletividade e sensibili-
dade para a nicotina, com limites de detecgido e
quantificagdo de 0,2 ng mL™" e 0,5 ng mL™, res-
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pectivamente. O método foi linear para a faixa de
0,5-80,0 ng mL™, com coeficiente de determina-
¢do de 0,987. Este ensaio mostrou-se adequado
para analise da exposicdo ao tabaco, com boa
exatidio e precisao®.

Ja Vitor et al. avaliaram a exposi¢do ao
tabaco a partir de um método constituido de
MISPE e HPLC acoplado a um detector de
arranjo de diodos (DAD) para analise de coti-
nina (um metabdlito da nicotina) em saliva. As
variaveis da extragdo tais como a quantidade de
amostra, condi¢des de condicionamento, lava-
gem e elui¢ao foram otimizadas. O método mos-
trou-se linear, com boa precisao, exatidao, robus-
tez e baixos limites de detecgdo e quantificagao.
O estudo resultou num método confidvel para a
determinacio de cotinina em saliva, mostrando
ser um importante instrumento para acompa-

nhar a exposi¢do a fumaga do cigarro®!.

Um estudo realizado por Soleimani et al.
descreveu a sintese de um MIP utilizando albu-
mina bovina como molécula modelo, fato este
bem interessante, considerando que a albumina
¢ uma proteina, molécula grande e complexa,
0 que poderia comprometer a seletividade do
material. A MISPE foi utilizada para a extragdo
de albumina bovina em amostras de soro san-
guineo, urina, soro de leite e leite. O material foi
caracterizado por espectroscopia de infraverme-
lho com transformada de Fourier (FT-IR) e ana-
lise termogravimétrica. A capacidade adsortiva
maxima do polimero foi de 24 mg g' de MIP.
A faixa linear obtida variou de 20-200 mg L
de albumina bovina e, apesar de nao ser usual a
utilizacdo de MIPs para extracao de substancias
como proteinas, o método mostrou-se preciso
e exato para este tipo de analise com valores de
recuperagdo em torno de 80% para as amostras

avaliadas®?.
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Vieira et al. desenvolveram MIPs para a
extra¢do de acido trans, transmuconico (AttM),
um metabolito do benzeno, a partir de amostras
de urina, seguido por analise com HPLC-UV!®le
cromatografia gasosa-espectrometria de massas
(GC-MS)!*4. A 4-vinilpiridina foi utilizada para
a sintese por ser um monomero de caracteristi-
cas basicas. Ambos os métodos foram lineares,
precisos e exatos com limites de quantificagdo
inferiores ao limite proposto pela American
Conference of Governmental Industrial Hygienists
(ACGIH) (0,5 mg g de creatinina), que sugere
o AttM como indicador biolégico de exposi¢ao
ao benzeno. Vale ressaltar que foi possivel rea-
proveitar o mesmo cartucho de MIP por cerca de
100 ciclos. Ambos os métodos mostraram efici-
éncia equivalente ao procedimento baseado em
extra¢do por troca idnica e podem ser alternati-
vas interessantes para analise de AttM em labo-

ratdrios de rotina®>®4,

Buscando inovar e melhorar a técnica,
Khorrami e Rashidpur propuseram um novo
design para cartuchos de SPE, utilizando MIP
como sorvente. O aparelho é constituido de um
tubo afunilado modificado para permitir a extra-
¢do simultdnea em uma fase organica e outra
solida. Para avaliar o desempenho do método
proposto, este foi empregado para analise de
teofilina em amostras de soro sanguineo. Assim,
uma quantidade adequada do MIP para teofi-
lina foi acondicionado no fundo do tubo. Certa
quantidade de solvente foi pipetada até que o
MIP estivesse completamente entumecido. Em
seguida, um frit de polietileno foi posicionado
entre dois anéis de teflon a fim de segurar as par-
ticulas de MIP abaixo do nivel da camada orga-
nica. Depois desta etapa, uma solu¢do de amos-
tra aquosa foi colocada sobre a fase orgéanica e a
tampa foi fechada. Depois da conclusao da extra-
¢do, as fases organica e aquosa foram removidas
e o analito adsorvido no MIP foi eluido com um
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solvente mais polar. Os parametros de extra¢ao
foram otimizados a fim de melhorar os niveis de
recuperagio e os extratos foram analisados por
HPLC-UV. O método mostrou-se adequado,
seletivo e com bons niveis de recuperagao para
teofilina em plasma (79%-83%). Como desvan-
tagem, ressalta-se que a vida util do cartucho foi
de apenas 10 ciclos de extra¢ao!®.

Em uma analise ambiental, Dai et al. sin-
tetizaram um polimero por precipitagdo para
analise de diclofenaco em amostras de agua. O
MIP apresentou excelente afinidade para esse
analito, com uma capacidade maxima adsortiva
de 324,8 mg g de material. As andlises foram
feitas por HPLC-DAD. Varios pardmetros da
extracdo foram otimizados e excelentes niveis de
recuperagdo foram obtidos tanto para dguas resi-
duais e aguas de rios, como para agua de abaste-
cimento (ca. 95%). Depois de testes de estabili-
dade do material, foi possivel comprovar que o
seu desempenho manteve-se estavel por ca. de 30
ciclos de extra¢aol®?,

Para analise simultanea de seis diferentes
piretroides em aguas utilizadas para cultura de
frutos do mar, foram sintetizados dois diferentes
MIPs, um utilizando a deltametrina como MM
e, 0 outro, a cipermetrina. Assim, Shi et al. reali-
zaram estudos para comparar o desempenho de
ambos e dos polimeros ndo impressos (NIPs).
Os melhores resultados foram obtidos quando o
polimero que utilizou a cipermetrina como MM
foi empregado na MISPE, com recuperagdes
de 86,4%-96%. Depois da extracdo, as analises
foram feitas por meio de cromatografia gasosa
acoplada a um detector de captura de elétrons
(GC-ECD)leel,

Em alguns casos, os MIPS ndo sdo capazes
de reconhecer seletivamente moléculas pequenas
com um numero limitado de grupos funcionais.
Neste trabalho, um novo método foi proposto
por El-Sheikh et al. para melhorar a capacidade
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de reconhecimento do 2-clorofenol (2-CP) pelo
polimero e, consequentemente, melhorar o pro-
cesso de MISPE. Isto foi conseguido através da
derivatizagdo do 2-CP com 4-aminoantipirina
(4-AAP) para ampliar e inserir sitios de reco-
nhecimento na molécula. Para estudar a efici-
éncia do procedimento, foram sintetizados dois
polimeros, um utilizando o 2-CP sem alteragoes
como MM e o outro usando o 2-CP derivatizado.
A seletividade e os limites de detecgdo deixaram
a desejar no primeiro caso. Ja o segundo demons-
trou elevada capacidade de reconhecimento e
limite de detec¢do bem inferior. O método foi
capaz de detectar a presenca de 2-CP em amos-
tras de agua ambientais com bons niveis de recu-
peragaol®!l.

Para realizar um estudo acerca da presenca
de parabenos em sedimentos marinhos, uma
metodologia analitica incorporando MISPE foi
desenvolvida por Nunes et al. Quatro polime-
ros diferentes foram preparados combinando
acetonitrila e tolueno como solventes porogéni-
cos, 4-VP e MAA como MFs e benzilparabeno
como MM. Embora todos os polimeros fossem
capazes de reconhecer os analitos de interesse
(metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil e ben-
zilparabeno), o MIP preparado com tolueno e
MAA apresentou melhor desempenho quando
empregado na MISPE. A anilise foi realizada
por HPLC-UV e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (triplo quadrupolo)
(LC-MS/MS)B3l,

Barros, Martins e Rath desenvolveram um
MIP para andlise de fenitrotion (FNT) em toma-
tes, levando em consideracio a ampla utilizagdo
desse praguicida nesses tipos de cultura. A analise
foi baseada em MISPE seguida por HPLC-DAD.
Usando o FNT como MM, o polimero foi sinte-
tizado empregando-se MAA, EGDMA e tolueno.
A fim de conhecer o meio que melhor promo-

vesse o reconhecimento molecular do FNT pelo
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MIP, estudos de adsor¢do foram realizados em
diferentes meios contendo acetonitrila e tolueno.
Além do FNT, trés compostos estruturalmente
relacionados foram usados para avaliar a seleti-
vidade do material, que mostrou maior afinidade
pela MM. A eficiéncia da extragao foi de 96% e os
limites de detec¢do e quantificagao foram de 0,05
e 0,13 ug g™'. O método desenvolvido apresentou
precisdo e exatiddo adequadas!®”..

A analise de substancias em amostras de ali-
mentos que contenham lipideos apresenta algu-
mas limitagdes tais como pré-tratamentos que
envolvem, entre outros procedimentos, reagdes
de saponificagdo e pré-extracdo com solventes
organicos. No intuito de superar este tipo de
problema, Puoci et al. propuseram um método
baseado em MISPE para a determinagdo de
colesterol em amostras de queijo calabrés. A pos-
sibilidade de se obter o reconhecimento seletivo
do colesterol sem interagdes hidrofdbicas ines-
pecificas é a principal vantagem desse material.
Outra vantagem importante é a analise direta do
eluato por HPLC-UV sem qualquer tipo de tra-
tamento. A avaliacdo da seletividade foi testada
comparando-se a capacidade adsortiva do MIP
para colesterol em relagdo a outras duas molécu-
las estruturalmente semelhantes, a progesterona
e a hidrocortisona. Boas recuperagdes foram
obtidas para o método que se mostrou promis-
sor para analise de colesterol em amostras de ali-
mentos!®®),

Um novo método empregando-se MISPE e
LC-MS/MS foi desenvolvido por She et al. para
analise de herbicidas pertencentes a classe das
sulfonilureias (clorsulfuron (CS), monosulfuron
(MNS) e metiltifensulfuron (TFM)) em amos-
tras de milho. O MIP seletivo para estes com-
postos foi sintetizado por precipitagdio usando
o clorsulfuron como MM, o 2-(dietilamino)
etilmetacrilato (DEAMA) como MF e o TRIM

como reagente de ligagdo cruzada. Os para-
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metros ideais de extra¢ao foram otimizados de
modo a obter os melhores niveis de recuperacio,
sendo estes em torno de 75%-110%. Baixos limi-
tes de detecgdo foram alcan¢ados, bem como boa
linearidade, exatiddo e precisio, mostrando que
o método ¢ adequado para analise de sulfonilu-
reias em cereais'®®.

Uma silica gel amino-funcionalizada
impressa foi sintetizada por Jiang et al. para
analise de dietilestilbestrol (DES), um analogo
estrutural sintético do estrogeno, em amostras
de peixe. O material foi obtido através da combi-
nag¢do das técnicas de impressdo molecular com
o processo de sol-gel. A silica gel ativada foi uti-
lizada como suporte para a sintese dos polime-
ros impresso e nao impresso. Comparado com o
material ndo impresso, o MIP mostrou elevada
capacidade de adsor¢ao, seletividade significati-
vamente maior e rapida cinética de ligacao para
o DES. A capacidade maxima adsortiva do poli-
mero impresso foi de 62,58 mg g™ de material,
enquanto que para o ndo impresso foi de apenas
19,89 mg g' de material. Os pardmetros cinéticos
de adsor¢do mostraram-se bastante rapidos, de
modo que o equilibrio foi alcangado dentro de 10
minutos. A analise foi realizada por HPLC-UV
e mostrou-se adequada para a determinag¢ao de

DES em amostras de alimentos/®.

Com as vantagens de se evitar a manipula-
¢do da amostra entre as etapas de pré-concen-
tracdo e analise, reduzindo, portanto, riscos de
perda de analitos e contaminagéo e, melhorando
a exatiddo e a reprodutibilidade, a automagao do
processo de MISPE pode ainda reduzir muito o
tempo dispensado para o preparo da amostra™.
A este acoplamento do preparo de amostras em
linha com a técnica cromatografica de analise

da-se o nome de MISPE on-line (Figura 2).

A ciéncia ambiental vem despertando cada
vez mais interesse em relacdo a andlise de conta-
minantes das mais variadas naturezas, entre eles
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disruptores enddcrinos. Xu et al. relataram a sin-
tese de microesferas de silica gel impressas mole-
cularmente como material altamente seletivo
sintetizado por uma técnica de impressdo mole-
cular de superficie, combinada com um processo
sol-gel, utilizando estrona como MM. Este mate-
rial foi aplicado para separagdo e determinagio
de tracos deste hormdnio em amostras ambien-
tais através da extracdo em fase solida molecular-
mente impressa acoplada a HPLC-UVY,

Outra técnica associada a MISPE para and-
lise de amostras ambientais de dgua foi um sis-
tema de quimioluminescéncia acoplado com
injecdo em fluxo para determinagéo de 2,4-diclo-
rofenol, desenvolvida por Feng et al. O polimero
para este composto foi preparado através de téc-
nicas ndo covalentes de impressdo molecular,
utilizando-se 4-VP e EGDMA como mon6mero
e ALC, respectivamente. O composto 2,4-diclo-
rofenol foi seletivamente adsorvido pelo MIP e,
entdo, determinado pelo efeito aumentado sobre
a reagdo de quimioluminescéncia entre perman-

ganato de potdssio e luminol”.

Figueiredo et al. descreveram o preparo e
avaliacio de um MIP para a pré-concentraciao
de catecol em amostras ambientais e de refri-
gerantes através de polimeriza¢ao in bulk. A
determinagao espectrofotométrica empregada
na quantificagdo foi baseada na descolorimetria
oriunda da reducdo de Mn(VII) a Mn(II) pelo
catecol em meio acido. A MISPE foi o unico
elemento de seletividade visto que a reagdo de
oxirredugdo entre catecol e Mn(VII) é sensi-
vel a diversos compostos. Os autores obtive-
ram bons resultados com uma faixa analitica
de 3,0 a 100 pmol L™ (r > 0,999) e um limite
de quantificacio de 2,7 umol L' Os mes-
mos autores empregaram a associagao MISPE e
espectrofotometria na analises de nicotina em
amostras bioldgicas. O método se baseou na
reducdo de Mn(VII) a Mn(VI), promovida pela
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nicotina, em meio alcalino. Como se trata de
uma reagdo inespecifica, a seletividade obtida
foi atribuida ao MIP. A exatiddo do método foi
avaliada comparando-se a técnica de injecdo
em fluxo - MISPE com um método de croma-
tografia liquida de alta eficiéncia. Nao foram
observadas diferengas significativas, conside-
rando-se um intervalo de confianca de 95%. E
interessante ressaltar os bons resultados de fre-
quéncia analitica (11 h™') e limite de quantifica-
¢ao (1,1 umol L") do método proposto quando
comparados com 0s mesmos pardmetros para o
método por HPLC (2 h™! e 3,0 pumol L)1),

Em outro estudo, Figueiredo et al. quanti-
ficaram seis benzodiazepinicos (medazepam,
nitrazepam, diazepam, clordiazepdxido, clona-
zepam e midazolam) em plasma humano através
de um sistema que utiliza uma sonda contendo
MIP como material de empacotamento, aco-
plada a uma fonte de eletrospray (ESI) e a um
espectrometro de massas sem pré-separagao.
Para a sintese do MIP, o diazepam foi empregado
como MM, MAA como ME, EGDMA como ALC
e AIBN como iniciador radicalar. A extracio
seletiva de moléculas-alvo de uma mesma classe
diminuiu o fendmeno de supressdo ionica e os
analitos foram quantificados em um curto inter-
valo de tempo. O método proposto ainda apre-
sentou bons resultados em relagdo a precisao,

exatiddo e limite de quantificacdo!”.

Yan, Qiao e Row propuseram colunas
monoliticas impressas sintetizadas por polime-
rizagdo inicial térmica in situ, utilizando nor-
floxacina como MM, 2-hidroxietilmetacrilato
como mondmero e metanol — dgua como sol-
vente porogénico para quantificagio de enro-
floxacina e ciprofloxacina em urina de animais.
A enrofloxacina é uma fluoroquinolona muito
utilizada na medicina veterindria e, em vdrias
espécies, pode ser biotransformada em cipro-
floxacina, seu metabdlito primario. O mondlito
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obtido apresentou alta afinidade por enrofloxa-
cina e ciprofloxacina em meio ambiente aqua-
tico e foi aplicado com sucesso como sorvente
especial para extragdo seletiva on-line de enro-
floxacina e ciprofloxacina em amostras de urina.
Estas amostras foram centrifugadas e injetadas
diretamente no sistema cromatografico sem
qualquer outro pré-tratamento. O método apre-
sentou boa linearidade (0,05-200 mg L), valores
de RSD menores que 3,1%, limite de detecgao de
0,01 mg L' e recuperagdes maiores que 87% em
diferentes concentracoes’,

Além das aplicacdes ambientais e biold-
gicas, a técnica de MISPE ¢é muito utilizada na
area de alimentos, principalmente para deter-
minagdo de residuos das mais variadas natu-
rezas, que normalmente estdo presentes em
concentragdes muito baixas. Com o objetivo
de concentrar e analisar estrogenos em leite,
Zhao et al. sintetizaram, por irradiacdo ultras-
sonica, um polimero de impressdo molecular
(MIP) com atapulgita como matriz, B-naftol
como MM, acriloil- B-ciclodextrina como MF
e N, N-metilenobiacrilamida como ALC. Em
compara¢do com os polimeros preparados pelas
fontes de aquecimento tradicionais, este apre-
sentou melhor seletividade e cinética de adsor-
¢d0 mais rapida para estriol, estradiol, estrona e
dietiestibestrol. A coluna de MIP foi preparada
para acoplamento on-line simultaneo da SPE
com o sistema de HPLC, e o método desenvol-
vido apresentou limites de detec¢ao na faixa de
1-8 ng gL,

Oliveira et al. propuseram uma metodo-
logia que une a técnica de MISPE com um sis-
tema BI-LOV (bead injection - lab on valve) para
determinacio de riboflavina em amostras de ali-
mentos. A configuragao do médulo lab-on-valve
compreende uma estrutura monolitica com
microcanais e permite a injecao e o transporte

de suspensoes esféricas de maneira completa-
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mente automatizada. Obteve-se alta precisdo
ao manipular suspensdes contendo particulas
de MIP de formato irregular, permitindo o uso
de MIP comercial como sorvente renovavel.
Utilizando-se este método on-line, foi possivel
extrair e quantificar riboflavina de amostras de
alimentos em uma faixa de 0,450 a 5,00 mg L
depois do processamento de 1000 pL de amostra
(leite infantil, extrato de figado de porco e bebida
energética) sem nenhum outro tratamento pré-
viol7el,

Zhang et al. propuseram um novo material
de estrutura core-shell cujo nucleo core é uma
estrutura de nanotubos de carbono de paredes
multiplas e, a fase shell é uma camada de MIP
polimerizada sobre a superficie dos nanotu-
bos. Este material foi preparado pela técnica de
impressdo em superficie em combina¢dao com a
tecnologia sol-gel. Este foi utilizado como sor-
vente para analise de tragos do corante Sudan IV
em amostras de pimenta chilli em po, através da
extracdo em fase sélida on-line acoplada a HPLC.
O material se mostrou bastante eficiente, apre-
sentando elevado fator de enriquecimento para

determinacio de Sudan IV em amostras reais 7).

Ainda na drea de alimentos, Xu, Fang e
Wang prepararam um polimero impresso alta-
mente seletivo pela técnica de polimerizagio
in bulk mediada por liquido i6nico a tempera-
tura ambiente, utilizando diclorvds como MM,
MAA como MF e trimetilpropano trimetacrilato
como ALC. Este material foi empregado como
sorvente para extracao em fase solida e a téc-
nica de pré-tratamento de amostra foi acoplada
a HPLC-UV para determinacao de residuos de
diclorvés em alimentos, gerando bons resulta-
dos, como limite de detec¢do da ordem de ng L™

para este praguicida”®l.

Em alguns trabalhos, sdo relatadas com-
binagdes das configuragoes on-line e off-line de
MISPE. Dong et al. propuseram a utilizagdo da
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técnica de MISPE para determinac¢io de residuos
de monossulfuron em amostras de solo. Foram
estudados procedimentos off-line e on-line. O
procedimento off-line foi utilizado para avaliar
as diferengas entre as solugdes de lavagem e elui-
¢do. A técnica on-line, por sua vez, foi empregada
para otimizar as condi¢oes de SPE e para o pro-

cesso de clean-up da amostral®!.

Os MIPs também vém sendo utilizados de
forma bem sucedida como sorventes altamente
seletivos para a determinagao de compostos ben-
zimidazolicos em meio orgénico. Com este pro-
posito, Cacho, Turiel e Pérez-Conde propuseram
a sintese de um MIP para compostos benzimi-
dazdlicos através de polimerizagao por precipi-
tacdo, utilizando tiabendazol, MAA, EGDMA,
DVB, acetonitrila e tolueno. O polimero de DVB
apresentou capacidade de receber maiores volu-
mes de amostra e foi, portanto, selecionado para
os proximos testes. Este MIP se mostrou capaz
de reter nao apenas a molécula-modelo, mas
também outros compostos benzimidazolicos
(albendazol, benomil, carbendazim, fembenda-
zol, flubendazol e fuberidazol). Tal material foi
utilizado em um procedimento de pré-concen-
tracdo on-line e esta metodologia se mostrou
aplicavel para propdsitos de varredura (verifi-
car apenas a presenc¢a dos analitos na matriz),
enquanto a identificagdo e a quantificagdo de
cada composto deveriam ser realizadas através
da pré-concentragao off-line em cartuchos con-
tendo MIP seguida de analise por HPLC-DAD.
O método de MISPE proposto foi aplicado para
a pré-concentracao off-line e todos os compos-
tos benzimidazdlicos puderam ser quantitati-
vamente recuperados. Em paralelo, as amostras
passaram por procedimento de pré-concentra-
¢do em discos C18 e os cromatogramas mos-
traram linhas de base com mais ruido, além de
varias espécies terem interferido na determina-

¢do de fembendazol. Observando-se todos os
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resultados obtidos, a utilizagdo de MIP como
sorvente seletivo para determina¢ao multirresi-
dual de compostos benzimidazolicos em aguas
se mostrou bastante vantajosa e tanto o proce-
dimento de pré-concentragdo on-line quanto o
off-line apresentaram limites de detec¢do bem
abaixo dos niveis de concentracdo maxima per-

mitidos pela legislagdo!™!.

3.2 Extracdo sortiva em barra de
agitagéo molecularmente impressa-

MISBSE

Na extragdo sortiva em barra de agitagao
(SBSE), uma barra magnética revestida de polidi-
metilsiloxano é colocada diretamente na amostra
e agitada até que o equilibrio de particdo entre
os analitos e o sorvente seja atingido. Depois
da extragdo, os analitos podem ser quantitati-
vamente introduzidos no sistema analitico por
dessor¢do térmica ou liquida™. Um dos fatores
que interfere no processo de extra¢do e pode ser
otimizado nos procedimentos de SBSE é o reves-

timento da barra de agitacdo.

Zhu e Zhu descreveram o preparo de barras
de agitacao revestidas por um filme molecular-
mente impresso de 160 pm, formado a partir de
uma solugdo do polimero Nylon-6 em acido for-
mico e observaram o desempenho deste material
para separagdo enantiosseletiva de aminoaci-
dos. A barra de agitagao revestida pelo polimero
Nylon-6 impresso com L-glutamina foi prepa-
rada através de um método de inversdo de fase.
Solugdes de Nylon-6 e L-glutamina foram mistu-
radas em dacido férmico e colocadas em frascos
submetidos a agitagdo até a mistura se tornar um
coloide. A barra de agitagao magnética foi entao
imersa nesta solucdo coloide e este sistema foi
colocado em banho de agua purificada. Depois
do processo de gelificagdo, a barra foi lavada
com uma solugdo de acido acético/metanol para
remog¢ao do solvente e da MM. O filme de MIP
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apresentou alta afinidade por L-glutamina além
de ter atingido o equilibrio de adsor¢dao mais
rapidamente quando comparado ao polimero
impresso pela forma convencional, in bulk. A
barra de agitagdo impressa apresentou ainda
maior seletividade pela L-glutamina do que por
seus isomeros, diferenca esta que ndo foi obser-

vada com o material ndo impresso!®!l,

Também visando as enantiosseparagoes,
Barrio et al. reportaram o desenvolvimento de
um MIP com afinidade pelo S-citalopram utili-
zando modelagem computacional para a sele¢do
dos MF e da relaggo MM-ME. O polimero foi
sintetizado por polimerizagdo radicalar inicia-
lizada por ultravioleta sobre uma barra de agi-
tagdo magnética com o objetivo de se obter um
sistema de SBSE capaz de realizar o reconheci-
mento enantiomérico seletivo. A barra de agita-
¢ao foi inserida no interior de um tubo de Teflon
com uma das extremidades fechadas, na qual foi
colocada, com o auxilio de uma seringa, a mis-
tura de polimeriza¢do. Outro tubo de Teflon foi
utilizado para fechar a outra extremidade do
sistema, que foi entdo exposto a radia¢ao ultra-
violeta. Em seguida, a barra foi retirada do tubo
e lavada com metanol. O material desenvolvido
se mostrou capaz de extrair seletivamente o
S-citalopram da mistura racémica em um meio
aquoso com alta especificidade. O procedimento
otimizado ¢ simples, rapido e permite a detecgao
e quantificacao da droga em concentragdes da
ordem de pg L' sem a necessidade da separagido

cromatografica quiral®.

Com o objetivo de analisar nicosulfuron
em amostras de agua e solo, Yang, Zhao e Zhou
descreveram o preparo de uma barra de agitagao
recoberta por um polimero monolitico impresso
molecularmente utilizando o analito como MM.
O material molecularmente impresso foi prepa-
rado através de polimerizacdo in situ. A mistura

de reacio foi colocada no interior de um tubo de
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politetrafluoretileno, na qual ja estava posicio-
nada uma barra de agitagdo magnética. Ao final
do processo de polimerizagdo, a barra passou
por etapas de lavagem com dacido acético - ace-
tonitrila, acetonitrila apenas e agua duplamente
destilada. A técnica de extra¢do em barra sortiva
foi acoplada a HPLC-UV e o método apresentou
bons resultados de recuperacio e reprodutibili-
dade. Este material pode ser reutilizado por mais
de cem vezes sem perder sua eficiéncial®.

Para anilise de alimentos, Wang et al. repor-
taram a utilizagdo de um método para determi-
nagdo de ractopamina em carne de porco utili-
zando eletroquimioluminescéncia combinada a
MISBSE. Uma barra molecularmente impressa
com ractopamina foi utilizada no pré-tratamento
da amostra, com o objetivo de eliminar compos-
tos coexistentes. A solu¢do de polimerizacao foi
colocada em uma seringa de polipropileno man-
tida a 60 °C por uma hora; em seguida, a barra
de agitacao foi imersa verticalmente no centro
da mistura. O tubo foi selado e mantido a 60 °C
por 20 horas. Depois da polimerizagdo, o mate-
rial foi retirado da seringa, lavado com solugdo
de acido acético - agua e agua duplamente deio-
nizada repetidas vezes e sonicado a temperatura
ambiente para remogdo de substancias remanes-
centes da sintese. Os resultados mostraram que o
material pode ser utilizado por pelo menos dez

vezes sem perder sua capacidade de extragao!®.

Li et al. vém desenvolvendo diversos traba-
lhos utilizando MISBSE em diferentes areas de
aplicacdo. Em geral, as barras impressas sao pre-
paradas através de ligagoes quimicas do MIP a
uma barra de vidro através da sililagdo da super-
ficie do substrato e reagdo de copolimerizagao.
Em 2010, o grupo desenvolveu um método para
determina¢ao de compostos [P2-agonistas em
amostras de carne de porco, figado e alimentos
através da MISBSE e analise por HPLC. Sob as

condic¢des de extracao otimizadas, a barra reves-
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tida por MIP mostrou maior capacidade de
extracdo que a barra revestida por NIP para os
analitos ractopamina, isoxsuprina, clembuterol
e fenoterol. Além disso, as barras revestidas por
MIP puderam ser usadas por pelo menos qua-
renta vezes sem perda de eficiéncia na extragao.
O método desenvolvido apresentou bons resul-

tados em relagdo aos parametros de validagao!®.

Ainda em 2010, os autores descreveram o
uso de MISBSE para extracao seletiva de her-
bicidas triazinicos. A barra revestida com MIP
apresentou maior seletividade e boa capacidade
de pré-concentragio para os compostos triazini-
cos estruturalmente relacionados, em compara-
¢do com a barra revestida de NIP. O material foi
usado com sucesso para extracao seletiva de tria-
zinas de diversas amostras (arroz, maga, alface e

solo) com bons valores de recuperagao!®l.

A técnica também ganhou destaque em
2011, quando o mesmo grupo de pesquisa rela-
tou o uso de MISBSE para extragdo seletiva de
sulfonamidas. A capacidade de adsor¢io do
revestimento de MIP foi 4,6 vezes maior que a
do NIP, e o material revestido com o MIP pdde
extrair sulfametazina seletivamente para analise
por HPLC-UV mesmo em baixas concentragdes
(0,2 ug L"). O material apresentou excelente
seletividade para moléculas andlogas a MM.
Houve ainda o desenvolvimento de um método
utilizando a MISBSE combinada com a técnica
de HPLC-UV para andlise simultinea de oito
sulfonamidas em amostras de carne de porco,

figado e frango!®..

Com a finalidade de extrair e analisar fungi-
cidas triazélicos em amostras de solo, em 2011,
os autores desenvolveram um método simples e
rapido utilizando MISBSE. Eles sintetizaram uma
barra de agitagdo revestida por MIP, utilizando
triadimefom como MM. O material mostrou
habilidades de reconhecimento molecular nao

apenas para o triadimefom, mas também para
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compostos estruturalmente relacionados como
triadimenol, diniconazol, flutriafol, hexacona-
zol, tebuconazol, paclobutrazol e uniconazol. O
método apresentou limites de detecgdo na faixa
de 0,14 a 0,34 pg L™ e recuperagdes de 86,7% a
114,6% para amostras de solo fortificadas!®®..

3.3 Microextracdo em fase sélida
molecularmente impressa — MISPME

A microextragio em fase sdlida (SPME)
surgiu com o intuito de eliminar alguns proble-
mas relacionados ao preparo de amostras pela
SPE convencional, principalmente com relagao
ao elevado consumo de solventes organicos e a
necessidade de utilizagdo de grandes quantida-
des de amostras'®!. O dispositivo basico de SPME
consiste de um bastao de silica fundida de aproxi-
madamente 100 nm de didametro, recoberto com
um filme fino de um polimero ou de um sélido
adsorvente. A extragdo ocorre mergulhando-se
a se¢do recoberta na amostra ou no seu heads-
pace. Por afinidade, analitos organicos migram
da matriz para a fibra, onde sdo concentrados de
acordo com seus coeficientes de parti¢do. Depois
disso, os analitos sdo termicamente dessorvidos
diretamente no injetor de um cromatdgrafo a gas
ou eluidos com solventes para posterior andlise
por outras técnicas cromatograficas!®**!l.

Com o objetivo de melhorar a seletividade
da fibra de SPME, os polimeros de impressao
molecular vém sendo empregados em conjunto
com essa técnica. Isto ocorre quando os MIPs
revestem a fibra comercial ou a substituem!®?.
Como consequéncia, muitos autores relatam o
uso desta técnica para o preparo de amostras.

De acordo com Prasad et al., a utilizagdo de
um MIP para o recobrimento de uma fibra de
carbono foi eficiente na determinacido de acido
folico em matrizes complexas. O recobrimento
foi utilizado para melhorar a baixa porosidade,
baixa estabilidade e fragilidade associadas as
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fibras de MISPME. O MIP foi preparado uti-
lizando um mondémero novo, 2,4,6-trisacrila-
mido-1,3,5-triazina (TAT) e o ALC EGDMA
(razdo 1:20) em dimetilsulfé6xido (DMSO) atra-
vés do método de polimerizagao radicalar. A
fibra de carbono, quando usada sem recobri-
mento, nao foi eficiente para extrair acido félico
das amostras; porém, quando a fibra de carbono
recoberta pelo MIP foi utilizada para a extragao,
excelentes resultados foram obtidos®?!.

O uso de anabolizantes tem sido muito
difundido para finalidades estéticas, princi-
palmente para rdpida hipertrofia muscular.
Assim, Qiu et al. desenvolveram uma fibra para
MISPME para a determinacdao de anabdlicos
esteroides. O MIP foi preparado pela copolime-
rizacdo de MAA e TRIM, utilizando a testoste-
rona como MM. Para a sintese do MIP, a MM
foi dissolvida em acetonitrila e em MAA, e, ap6s
12 horas, foram adicionados o TRIM e o AIBN.
A fibra que receberia o revestimento de MIP pas-
sou por procedimentos de retirada de poliamida
da superficie. Depois desses processos, ela foi
introduzida na soluc¢do pré-polimero e colocada
em um forno a 60° para executar a polimeri-
zagdo. Essa fibra mostrou-se altamente seletiva,
quimicamente estavel e robusta, podendo ser
conectada diretamente ao GC-MS. Foram oti-
mizados o tempo de polimerizagdo, o solvente
de polimerizagdo e o ALC. A caracterizagao do
material foi feita por microscopia eletronica de
varredura (MEV), FT-IR e anadlise termogravi-
meétrica. A fibra mostrou alta seletividade e habi-
lidade de extragao para quatro anabdlicos este-
roides em urina humana, com limite de deteccao
de 0,008-0,020 ng mL'%2],

Para  monitorizagao  terapéutica  de
B-bloqueadores, Hu et al. sintetizaram um poli-
mero para revestimento de fibras de SPME pelo
método de copolimeriza¢ao multipla, utilizando

como MM o propranolol. A fibra resultante
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mostrou-se homogénea, altamente reticulada
e porosa. O método foi aplicado para controle
simultaneo de pindolol e propranolol em amos-
tras de urina e de plasma humano com baixos

limites de detec¢do e quantificagao®.

A pesquisa de contaminantes em alimentos
é de extrema importancia para atestar a sua qua-
lidade para o consumo. Assim, a sintese de uma
fibra molecularmente impressa foi proposta para
extracdo seletiva de atrazina em cebola, agua e
arroz, por Djozan e Ebrahimi. A fibra foi obtida
utilizando atrazina como MM, MAA, EGDMA
e AIBN. Para sintetizar o pré-polimero, a MM
foi dissolvida em acetonitrila e, posteriormente,
foram adicionados o MAA, EGDMA e o AIBN.
A mistura foi desgaseificada. Entdo, o pré-poli-
mero foi introduzido em um capilar e colocado
em banho de dgua a 65 °C para ocorrer a copoli-
merizac¢do. A fibra foi retirada do capilar e intro-
duzida em um homemade de SPME. Foi verifi-
cado que o material apresentava alta seletividade,
baixo custo, estabilidade térmica e quimica.
Fatores como pH e temperatura de extracdo
foram otimizados. Como resultado, o método
demonstrou eficiéncia na extra¢do de atrazina,
simazina, propazina, cianazina, ametrina, terbu-

trina e prometrina®.

Também neste sentido, Hu et al. produzi-
ram um MIP para revestir a fibra de SPME, pelo
método de copolimerizacao multipla, seletiva a
hormonios esteroides. Esta apresentou alta poro-
sidade, estabilidade quimica e térmica e pode
ser acoplada diretamente aos instrumentos de
cromatografia. A fibra molecularmente impressa
exibiu uma maior afinidade para o 17 p-estradiol
(MM) em comparagdo as fibras comerciais e
ao NIP. A fibra também foi seletiva aos com-
postos analogos ao 17 B-estradiol como estriol,

estrona e 17a-etinilestradiol. O método demons-
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trou alta eficiéncia na extragdo de estrégenos
em amostras de peixes, com limite de detecgdo
0,98-2,39 pg L1,

O uso de herbicidas é muito difundido em
culturas agricolas. Estes podem apresentar toxi-
cidade para os consumidores quando presentes
em concentragdes maiores que os limites maxi-
mos permitidos. Neste sentido, Hu et al. sinte-
tizaram uma fibra de SPME utilizando metola-
chlor como MM. Para circundar o problema de
fragilidade, o MIP sintetizado revestiu a super-
ticie de uma fibra de ago inoxidavel. Para a pre-
paracio do polimero, MM, MAA, AIBN e TRIM
foram adicionados a uma solucdo de tolueno e
misturados por 12 horas com o auxilio de um
oscilador. O pré-polimero foi introduzido em
um tubo para a retirada de oxigénio e, posterior-
mente, introduziu-se a fibra de a¢o inoxidavel
para realizar a polimerizagdo. Foram sintetizadas
nove fibras de diferentes composi¢des, variando-
-se os MFs, as MM e os ALCs. A fibra que apre-
sentou melhor desempenho na extragio seletiva
de metolachlor em soja e milho foi aquela sin-
tetizada a partir de tolueno, MAA e TRIM. O
material apresentou rapida adsorcdo e dessorcio,
sendo seletivo para a extragdo de metolachlor e
outros herbicidas e seus produtos de degradagao.
Os limites de detecgdo para metolachlor, propi-
sochlor e butaclor em amostras de milho e soja,
foram de 3,0; 9,6 e 38 ug L, respectivamente.
Foi verificado que a propor¢do de mondémero em
relacao ao ALC foi de extrema importancia para
a seletividade do MIP"7.,

trabalho

Barahona et al., foi desenvolvido um método

Em um realizado  por
empregando-se MISPME para analise de tiaben-
dazol em amostras de suco de laranja. Para a sin-
tese da fibra, TBZ (tiabendazol), MAA, TRIM e
AIMN (2,2’-azobis-2-metilbutironitrilo) foram
misturados com uma solucio de tolueno:MeOH

(1:1 v/v). Posteriormente, a solugao do pré-poli-
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mero, com a ajuda de uma seringa, preencheu o
interior de capilares. Estes foram colocados em
um forno a 65 °C para ocorrer a polimerizacao.
Depois de algumas horas, o MIP foi lavado com
uma solucdo de MeOH:dcido acético (1:1, v/v)
para a remo¢do da molécula modelo. Visando
resolver alguns problemas relacionados ao reco-
nhecimento molecular dos analitos em meio
aquoso, a fibra molecularmente impressa foi
inserida dentro de um capilar de polipropileno
para que uma extragdo prévia por LPME fosse
realizada antes da SPME. A metodologia foi vali-
dada e aplicada com éxito. O método mostrou-
-se linear, exato, robusto e preciso, comprovando
que a combinacio entre MISPME e LPME foi
eficientel.

Nesta mesma linha de pesquisa, Hu et al.l*”!
propuseram um método baseado em LPME e
MISPME para analise de triazinas em amostras
complexas (urina, lama, leite e melancia). Neste
estudo, o MIP foi utilizado para revestir a fibra
de silica empregada na SPME. Antes do reves-
timento, essa fibra passou por um processo de
sililagao, que ocorreu por imersiao em uma solu-
¢do 10% (v/v) 3-(metacriloxi) propiltrimethoxi-
silano em acetona a temperatura ambiente. Para
a sintese do MIP, foi utilizado terbutilazina como
MM. A MM juntamente com o MAA foram dis-
solvidos em tolueno e incubados por 12 horas.
Posteriormente, foram introduzidos o TRIM e
AIBN. A solugao do pré-polimero foi transferida
para um tubo, no qual passou por um processo de
retirada de oxigénio e polimerizagdo. Os analitos
foram extraidos primeiramente por LPME e pos-
teriormente pela fibra SPME. Foi verificado que
a unido das duas técnicas melhorou a extraciao
dos analitos alvos em comparag¢do com a técnica
de MI-SPME isoladamente. O método proposto
aumentou o desempenho analitico e diminuiu o

tempo de pré-tratamento da amostra.
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O uso de ftalatos em industrias ¢ muito
comum. Estes sdo utilizados como aditivos para
deixar o plastico mais maleavel. Contudo, tal
classe de compostos é tida como cancerigena,
podendo causar danos ao figado, rins e pulmao,
além de anormalidade no sistema reprodutivo.
Dessa forma, é de extrema importincia moni-
torar os niveis de ftalatos oriundos de residuos
industriais no meio ambiente. Neste sentido,
He et al. sintetizaram uma fibra molecularmente
impressa, para SPME, pelo método de polime-
rizacdo in bulk, utilizando dibutil ftalato (DBP)
como molécula modelo. A MM, juntamente
com MAA, foi dissolvida em cloroféormio e, em
seguida, foram adicionados o AIBN e EGDMA.
A solugdo passou pelo processo de retirada de
oxigénio. Depois do processo de desgaseificacao,
a solugdo foi introduzida em um capilar de vidro,
no qual ocorreu o processo de polimerizagdo a
60 °C. A fibra sintetizada mostrou seletividade
aos ftalatos e foi empregada para analise de amos-
tras de aguas ambientais. Quando comparada
a fibra ndo impressa, a fibra impressa foi mais
seletiva ao dibutilftalato (DBP) e aos seus ana-
logos dimetilftalato (DMP), dietilftalato (DEP),
diamilftalato (DAP) e dioctilftalato (DNOP).
Excelentes recuperagdes foram observas e atri-
buidas ao mecanismo de adsor¢do seletiva da
fibra molecularmente impressa. Os limites de
deteccdo alcancados estavam compreendidos
entre 2,17 e 20,84 ng L'ea recuperagao, entre
94,54% e 105,34%",

Também para analise de amostras ambien-
tais, um novo método empregando MISPME e
HPLC-UV foi desenvolvido por Feng et al. A
fibra molecularmente impressa foi sintetizada
utilizando-se 2,4,6-triclorofenol como MM,
MAA e DVB. Esta demonstrou boa capacidade
de pré-concentracio e seletividade para analise

de compostos fenolicos em amostras de agua. As
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recuperagdes foram de 88,9%-102,5% para amos-
tras de agua de torneira, 80,0%-94,0% para agua
de rio e 80,0%-90,5% para agua de esgoto!'*..

3.4 Polimeros magnéticos
molecularmente impressos — MIPs
Magnéticos

Os polimeros molecularmente impressos
tém a capacidade de reconhecimento seletivo
através dos sitios formados e da forca de ligagdes
remanescentes no momento em que a MM é reti-
radal®. Quando reagentes com caracteristicas
magnéticas (por exemplo o Fe O,) sio empre-
gados na sintese desses polimeros, o isolamento
das particulas de MIP da matriz pode ocorrer
simplesmente com a aplicagdo de um campo
magnético. A rede polimérica evita a dispersao
das particulas magnéticas e melhora as proprie-
dades mecanicas dessas particulas!'®?.

Em um trabalho realizado por Wang et al.,
foi proposta uma sintese de um polimero mag-
nético molecularmente impresso por polime-
rizacdo em suspensio com aquecimento em
micro-ondas. Foi utilizado 2-amino-4 nitrofe-
nol (4-NAP) como MM e Fe,O, como particula
magnética. Como suporte para sintese, foi utili-
zado volastonite, o que resultou em um menor
tempo de polimerizagdo e uma melhor morfolo-
gia do polimero. Bons resultados foram obtidos,
ndo somente com relacio a boa seletividade e
afinidade para 4-NAP em amostras aquosas, mas
também com relagdo ao superparamagnetismo
quando o material foi exposto a um campo mag-

nético externo!'®?l,

O sesamol ¢ um composto organico utili-
zado na sintese de alguns medicamentos. Neste
sentido, Wang et al. sintetizaram um polimero
magnético molecularmente impresso, empre-
gando piperonal como MM. Para preparar o
volastonite magnético, volastonite carboxilado
foi dissolvido em 1-metil-2-pirrolidona sob
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acdo de ultrassom e, posteriormente, foi adi-
cionado acetilacetonato de ferro (III) (particula
magnética). O polimero foi utilizado para reco-
nhecimento de sesamol (analogo ao piperonal)
em amostras aquosas. Este demonstrou boa
estabilidade térmica e propriedades magnéticas
satisfatérias. A isoterma de adsor¢do mostrou
melhor ajuste a0 modelo de Langmuir quando
comparado ao modelo de Freundlich. Por fim, o
método demonstrou capacidade de reconhecer

seletivamente o sesamol'%.

Um MIP magnético com reconhecimento
seletivo para 2,4-diclorofenol foi proposto por
Pan et al. Para evitar a dispersdo das particulas
de Fe,O, e a fragilidade do polimero, o material
foi obtido através da coprecipitaciao de atapul-
gita/ Fe,O, a partir de uma suspensio de ata-
pulgita pré-modificada com FeCl,. O MIP foi
sintetizado utilizando 2,4-diclorofenol como
MM, MAA, AIBN e EGDMA. Em seguida, as
particulas magnéticas foram revestidas com uma
fina pelicula do MIP. O polimero exibiu estabi-
lidade térmica e propriedade magnética ade-
quada para separagdo. A isoterma de adsorgdo
foi mais bem ajustada ao modelo de Langmuir,
e a capacidade maxima de adsor¢do do material
foi de 145,79 mg g™'. Depois de cinco extragoes,
o polimero ainda exibiu boa seletividade, o que
deixou claro para os pesquisadores que os poli-
meros magnéticos sao candidatos promissores

para separacdo de poluentes!®,

Ainda para analises de compostos fendlicos,
Pan et al. desenvolveram um material que agre-
gava nanoparticulas magnéticas a um nanotubo
haloista. As particulas magnéticas foram ligadas
aos acidos carboxilicos dos nanotubos de haloi-
sita (HNTs-COOH) por meio de uma reagio
de triacetilacetonato férrico em 1-metil-2-pir-
rolidona a alta temperatura. As particulas mag-
néticas de nanotubo haloista (MHNTs) foram

revestidas com o polimero molecularmente
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impresso para reconhecimento especifico de
2,4,6-triclorofenol. O polimero exibiu boas pro-
priedades magnéticas e alta estabilidade térmica.
A isoterma de adsor¢do foi ajustada ao modelo
de Langmuir. A capacidade de adsor¢do maxima
foi de 246,73 mg g™ a 298 K. Os experimentos
demonstraram que o material apresentou alta
seletividade e afinidade para compostos fendli-
cos em amostras ambientais. Os MIPs prepara-
dos foram facilmente separados da suspensao
por um campo magnético externo. Foi concluido
que ligacdes de hidrogénio entre os compostos
fendlicos e 0 MAA (MF) foram as principais
responsaveis pelo mecanismo de reconheci-

mento!'%,

Wang et al. obtiveram um polimero a par-
tir de polimerizagao radicalar utilizando meta-
criloxipropiltrimetoxisilano (MEMO) e, pos-
teriormente, uma copolimerizagdo, utilizando
MAA, EGDMA e 17 p-estradiol como MM.
Nanoparticulas magnéticas de Fe, O, foram
empregadas para conferir propriedades mag-
néticas ao polimero que, ao final do processo,
apresentou elevada seletividade, grande capaci-
dade de adsorgao e rapida capacidade de liga-
¢do para os analitos de interesse. O método foi
linear, com coeficiente de correlacido de 0,9996.
A capacidade maxima adsortiva do MIP magné-
tico foi de 225,68 pmol g™ e do NIP magnético
de 49,71 pmol g'. A extragdo com os polime-
ros magnéticos molecularmente impressos em
conjunto com a técnica de HPLC-UV foi util na
determinagao de estrogénios em amostras de
racao%,

Em um estudo recente realizado por
Ding et al,, um MIP magnético foi sintetizado
para extracdo seletiva de sildenafil e verdanafil
em suplementos alimentares a base de plantas.
Depois da extragdo, as amostras foram anali-
sadas por HPLC-UV. O polimero foi impresso
utilizando sildenafil como MM, 4cido acrilico
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2-trifluorometil como MF, EGDMA como ALC
e Fe,O, como particula magnética. Os dados

foram ajustados conforme o modelo da isoterma
de Freundlich""”).

Para o enriquecimento seletivo de
B-antagonistas em amostras de figado e carne de
porco, foi sintetizado um polimero magnético
molecularmente impresso por polimerizagdo em
suspensdo com aquecimento por micro-ondas.
As particulas magnéticas foram sintetizados
por coprecipitagio em um meio contendo FeCl,
e FeSO, em solugdo aquosa de amoniaco (28%
em peso). O aquecimento por micro-ondas foi
empregado como alternativa para acelerar o
processo de polimerizagdo. A isoterma foi ajus-
tada ao modelo de Freundlich, e a capacidade
maxima adsortiva para o MIP magnético foi
de 3,24 ug mol™ e para o NIP magnético foi de
1,17 pg mol™, demonstrando uma maior capa-
cidade de adsor¢do para o polimero impresso.
O material foi utilizado com sucesso para extra-
¢do de ractopamina, isoxsuprina e fenoterol em
carne e figado de porco, seguido de andlise por
HPLC-UV. O método proposto apresentou uma
boa linearidade e baixos limites de deteccdo e

quantificagao!!®l,

A determinacdo seletiva de antibidticos
B-lactamicos em amostras de leite por MIP
magnético foi proposta em estudo feito por
Zhang et al. Para a sintese do polimero, eles uti-
lizaram penicilina V potassica (PENV) como
MM, MAA, EGDMA e Fe,O, como particula
magnética. O polimero sintetizado apresentou
alta seletividade e afinidade para PENV e outros
compostos andlogos aos P-lactamicos. O pro-
cesso de extracdo foi realizado em uma tunica
etapa em que foram misturados os solventes de
extragdo, amostra de leite e o MIP magnético sob
agitagdo em ultrassom. Depois de se completar
o processo de extracdo, os analitos adsorvidos

pelo MIP magnético foram separados da matriz

MIPs em preparo de amostras

por um ima externo. Posteriormente os analitos
foram analisados por LC-MS. A partir das anali-
ses, foi possivel observar bons niveis de recupe-
racao e baixos limites de detec¢do e quantificagao
para B-lactamicos. Em compara¢ao com méto-
dos convencionais, a utilizagio do MIP magné-
tico permitiu, de maneira rapida e facil, a separa-

¢do e identificagdo dos analitos de interesse!'*),

Gai et al. sintetizaram um polimero magné-
tico molecularmente impresso utilizando albu-
mina de soro bovino (BSA) como MM. As parti-
culas magnéticas Fe,O,/NH, foram adicionadas
a uma mistura de tetra-hidrofurano (30 mL) e
trietilamina (1 mL). O MIP foi sintetizado base-
ado em polimerizagdo radicalar na presenca de
N-isopropilacrilamida e N-[3 -(dimetilamino)
propil]-metacrilamida (MFs) para a extragdo
de proteinas. O polimero impresso apresentou
uma maior capacidade de adsorgdo e seletivi-
dade a BSA em comparagdo ao polimero nio
impresso!!%,

Também para andlise de proteinas, um
método baseado em extragdo com MIP mag-
nético e analise por quimioluminescéncia foi
desenvolvido por Jing et al. para extragao sele-
tiva de lisozima em urina humana de pacientes
com problemas renais. As nanoparticulas de
Fe,O, foram sintetizadas pelo método de copre-
cipitagdo e, em seguida, revestidas com uma fina
camada de MIP. O MIP foi sintetizado usando
a lisozima como MM, MAA, acrilamida e N,N-
metilenebisacrilamida. O método mostrou-
-se rapido, de baixo custo e altamente seletivo,
quando comparado aos métodos tradicionais. A
extracdo foi completada em apenas 12 minutos,
com recuperagdes de 90,1%-103,7% e limite de
quantificagdo de 5 ng mL™'. O método demons-
trou ser confidvel e muito prético, deixando claro
para os pesquisadores que este podera ser muito
promissor para analises de rotina a fim de se

diagnosticar doengas renais!''"\.
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Para andlise simultanea de trés esterois
(ergosterol, stigmasterol e p-sitosterol) em
amostras complexas, um MIP magnético, uti-
lizando f-sistrol como MM, foi sintetizado por
Zhan et al."?,

A sintese das nanoparticulas magnéticas
foi realizada empregando-se Fe,O, como parti-
cula magnética. A MM e o MF foram dissolvidos
em tolueno. Na solu¢do do pré-polimero, foram
adicionadas as particulas magnéticas, estireno,
EGDMA e AIBN, sob agitacdo. A polimeriza-
¢d0 ocorreu sob irradiagdo por micro-ondas. As
extragoes foram realizadas em amostras de cogu-
melos, soro e melancia. O polimero impresso
demonstrou uma recuperagao 20 vezes superior
ao polimero ndo impresso. As condi¢des Gtimas
de extragoes foram estudadas. As recuperagdes
encontradas para amostras de cogumelos foram
de 80,9%-86,0% para ergosterol, 75,8%-77,2% de
estigmasterol e 74,2%-80,8% para -sitosterol.
Para as amostras de soro foram encontrados
os seguintes valores: 86,2%-88,2% de estigmas-
terol e 72,4%-79,4% para P-sitosterol. Para as
amostras de melancia, as recuperagdes encon-
tradas foram: 71,6%-74,9 % para ergosterol,
81,0%-84,5% para estigmasterol e 71,6%-76,9%
para sitosterol. Diante desses resultados, os pes-
quisadores concluiram que o método proposto é
aplicavel e confidvel para analise simultanea de

esterdis em amostras biologicas!!'?.

Para o reconhecimento seletivo de liso-
zima, foi sintetizado através de copolimerizagao
um polimero magnético em que a capacidade
magnética foi transmitida através do encapsula-
mento de Fe,O, Neste trabalho, Jing et al. tive-
ram como resultado a alta capacidade de adsor-
¢ao (0,11 mg mg™"), seletividade controlada e
separacao magnética (22,1 emug™). Depois da

pré-concentracao e purificagao dos analitos pelo
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MIP, eles foram submetidos ao método de qui-
mioluminescéncia para determinacéo seletiva de

lisozima em amostras de soro humano!'*?.

Em um estudo realizado por Wang et al,,
uma nanoparticula magnética de Fe,O, foi reves-
tida por polimeros molecularmente impressos,
utilizando uma estratégia de impressdo semico-
valente para reconhecimento seletivo de estrona.
A MM (estrona) revestia a silica sobre o nucleo
de 6xido de ferro através de uma ligagao termica-
mente reversivel. A remo¢do da molécula modelo
por uma simples reagdo térmica produziu sitios
especificos na silica para reconhecimento de
estrona. A partir dos experimentos realizados, os
pesquisadores acreditam que os MIPs magnéti-
cos sdo candidatos promissores para separagdes
quimicas e bioquimicas¥.

Ding et al.,'""*" em seus trabalhos, propu-
seram a sintese de polimeros magnéticos para a
determinac¢io de residuos de farmacos em dife-
rentes amostras. Para a determinacdo de fluo-
roquinolonas em amostras de agua, foi sinteti-
zado um MIP magnético para realizar a extragdo
dos analitos e posterior analise por LC-MS. O
ciprofloxacino foi utilizado como MM, além de
MAA, EGDMA e Fe3O , COmo particula magné-
tica. Bons niveis de recuperagao e baixos limites
de detec¢ao e quantificacao foram alcangados.
Em conclusiao, o método proposto teve sucesso
na determinagdo de fluoroquinolonas incluindo
ciprofloxacino, enrofloxacino, lomefloxacino,
levofloxacino, fleroxacino e sparfloxacino em
diferentes amostras de dguas ambientais''*. Para
determinacdo de sulfonamida (SAs) em mel,
um MIP magnético foi sintetizado a partir de
MAA, EGDMA, SMD, dimetil sulféxido e Fe O,
A extragdo foi feita sob agitagdo e apds se com-
pletar, o polimero foi capturado e separado da
matriz por atragdo magnética externa. Os extra-
tos foram analisados por LC-MS e o método pro-

posto permitiu a extragdo de sulfonamidas e seus



Santos MG, Abrdo LCC, Freitas LAS, Moraes GOI, Lima MM, Figueiredo EC

182

andlogos em diferentes amostras de mel''®. Para
a analise de tetraciclinas em amostras de tecido e
ovo, um MIP magnético foi sintetizado usando
oxitetraciclina como MM, MAA, estireno e divi-
nilbenzeno como componente da matriz poli-
mérica e Fe,O, como componente magnético. O
processo de extragao e limpeza ocorreu em um
unico passo. Depois da extragdo se completar, o
polimero foi separado da matriz por uma atra-
¢do magnética externa com posterior analise por
LC-MS. Em comparagido com os métodos tradi-
cionais de preparo de amostras (LLE e SPE, por
exemplo), esse método apresentou a vantagem
da utilizagdo minima de amostras e baixo con-
sumo de solventes, tornando-o muito promissor

para determinacgio de residuos de farmacos!''”..

3.5 Microextragdo por sorvente
empacotado molecularmente

impressa — MEPS-MIP

A microextragdo por sorvente empacotado
(MEPS) ¢é uma nova técnica miniaturizada de
extragdo em fase solida. Ela difere das técnicas
convencionais de SPE devido ao menor tempo
de extragdo e o menor consumo de reagentes
organicos. Este dispositivo também pode ser
utilizado por vdrias vezes, sem que haja subs-
tituicao. Esta técnica consiste de uma seringa
(100-250 pL) contendo uma pequena coluna que
resguarda o sorvente!'®l. A amostra é aspirada e
dispensada varias vezes para que haja a extragdo
e, em seguida, um solvente de elui¢do ¢ aspirado
e dispensado diretamente no cromatdgrafo. A
unido de MEPS com o MIP tém sido bastante
promissora e util para determinagdo de vérios

analitos em amostras complexas.

Para determinac¢do de fluoroquinolona em
amostras de agua, foi sintetizado um MIP utili-
zando ciprofloxacino como MM. Neste trabalho,
Prieto et al. empacotaram o polimero em um

dispositivo de MEPS e este foi utilizado como
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sorvente para extragdo com posterior analise
por LC-MS. Para comparar a eficiéncia do MIP-
MEPS, os analitos alvos também foram determi-
nados por MISPE. Os pesquisadores obtiveram
elevada seletividade para os analitos de interesse
por ambas as técnicas. O método proposto per-
mitiu a analise de compostos em niveis de con-
centragdo baixissimos (ng L) com baixo con-
sumo de solventes orginicos e menor tempo
de andlise!'"®. J4 para andlise de compostos que
causam distirbios endocrinos, os mesmos pes-
quisadores sintetizaram um polimero seletivo a
alquilfenois, bisfenol A (BPA), horménios natu-
rais e sintéticos em amostras de aguas residuais.
O 17B-estradiol foi utilizado como MM, etileno
glicol dimetacrilato como monémero de reticu-
lagdo, acetonitrila como solvente e uma combi-
na¢ao de acido metacrilico e acido p-vinilben-
zoico como monomeros funcionais. O material
foi comparado a dispositivos comerciais que uti-
lizam C18 como adsorvente, em termos de efi-
ciéncia de extragdo, e mostrou-se mais eficiente

para analise de contaminantes emergentes!'"”..

3.6 Extracdo por disperséo em
fase sélida molecularmente
impressa - MSPD-MIP

A extracao por dispersao da fase sdlida
(MSPD- do inglés matrix solid-phase dispersion)
tem sido aplicada principalmente para o preparo
de amostras sélidas, semissolidas ou muito vis-
cosas!?l, Devido a complexidade dessas amos-
tras, geralmente é necessario que se realizem
varias etapas de extracdo, tornando o proce-
dimento moroso e muito suscetivel a erros. A
MSPD tem como objeto principal minimizar o
numero de etapas do processo de preparo, man-
tendo a mesma eficiéncia de remogao de impure-
zas. Normalmente, a amostra ¢ triturada empre-
gando-se um solvente organico e, em seguida,

centrifugada. O sobrenadante ¢ colocado dire-
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tamente em contato com um adsorvente (nor-
malmente silica) que captura os interferentes
deixando os analitos livres no sobrenadante. No
entanto, outra etapa de purificagio normalmente
¢ requerida devido a ineficiéncia dos adsorven-
tes. No intuito de minimizar o ndmero de etapas
de extracdo, bem como melhorar a seletividade
do processo, os MIPs tém sido utilizados como
adsorventes em MSPD. Contudo, cabe ressaltar
que, nessa aplicagdo de MSPD, o adsorvente (no
caso o MIP) ¢é utilizado para capturar os analitos
e ndo os interferentes como descrito no MSPD
convencional. A amostra ¢ triturada juntamente
com o MIP para que ocorra a adsorgdo dos ana-
litos. Em seguida, o polimero ¢ lavado para reti-
rada dos interferentes e os analitos sdo dessorvi-
dos e analisados!'?!1%],

Yan et al.?*! foram os primeiros a propor
o uso do MIP na extracao por dispersao da fase
solida e empregaram esta técnica no preparo de
amostras para andlise de fluoroquinolonas em
ovo, "4 carnel™ 2% e em soro!"*>'** por HPLC.
As amostras foram preparadas pela homogenei-
zagao de quantidades iguais de amostra e do poli-
mero, utilizando gral e pistilo. Posteriormente, a
mistura foi transferida para um cartucho con-
tendo o MIP sintetizado e eluido com uma solu-
¢do adequada para remover o analito. Para ana-
lise em HPLC, o solvente empregado na extragao
da amostra foi evaporado e o residuo foi ressus-
penso com a fase moével. A seletividade do MIP
foi avaliada pelo tratamento das amostras por
MSPD empregando adsorventes nao seletivos
como silica, C18 e Florisil. Os MIPs apresenta-
ram melhores resultados em termos de recupe-
racdo e seletividade se comparados aos demais
adsorventes.

Yan et al. empregaram a MSPD em asso-
ciagdo com a técnica de microextragao liquido-
-liquido para determinagdo de corantes Sudan

em gema de ovo. A DLLME ¢ uma técnica
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rapida, simples e com alto potencial de enri-
quecimento. No entanto, ndo pode ser empre-
gada para extragdo direta de amostras solidas
ou semissolidas. Assim, a amostra foi primeira-
mente extraida com MIP por agitagao em gral e
pistilo. Posteriormente, a mistura foi transferida
para um cartucho contendo 50 mg de MIP e
eluida com uma solu¢do de acetona/acido acé-
tico (95:5-v/v). A amostra foi evaporada até um
volume de 1 mL. Depois da adigdo de 5 mL de
tetracloroetileno, a solucao foi agitada e centri-
fugada, e a fase inferior foi coletada com o auxi-
lio de uma seringa. A analise foi feita por HPLC
e os resultados demostraram que a associagao
de MSPD e LLME foi satisfatéria na quantifica-
¢ao de Sudan em alimentos!?®, Esta técnica foi
também empregada na andlise de cloranfenicol
em amostras de solo!'”! e carne de peixe!’?!l. Os
polimeros foram sintetizados utilizando MAA e
4-VP como MF e EGDMA como ALC. As amos-
tras foram extraidas por agitagdo direta com o
MIP, como descrito anteriormente, e analisadas
por HPLC.

O MIP tem sido aplicado com sucesso na
MSPD no tratamento de amostras sélidas e vis-
cosas, a fim de obter uma melhor recuperagao
dos analitos. Ademais, a utiliza¢do desta técnica
de extragdo permite uma analise mais sensivel,
precisa e seletiva, além de minimizar conside-
ravelmente o tempo do processo de preparo da

amostra e o consumo de solvente.

3.7 Extracdo por polimeros
de impressdo molecular
restritos a ligacdo com
macromoléculas — RAM-MIP

Devido a sua alta seletividade, os MIPs sao
amplamente utilizados para extra¢do e separacao
de diversos tipos de amostras. No entanto, alguns
interferentes geralmente presentes nas amostras,

como lipideos e proteinas, podem diminuir dras-
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ticamente a seletividade destes polimeros!'?®.

Por outro lado, os materiais de acesso restrito
(RAMs) apresentam uma excelente capacidade
de eliminar a interferéncia de macromolécu-
las apesar de serem pouco seletivos!'”!. Neste
contexto, foi proposta a associa¢ao de ambas as
tecnologias, a fim de se obter um polimero sele-
tivo para purificagdo de amostras complexas e,
ao mesmo tempo, incapaz de se ligar a macro-
moléculas. Esses materiais foram chamados de
polimero de impressao molecular restrito a liga-
¢do com macromoléculas (RAM-MIP), os quais
apresentam sitios especificos de reconhecimento
molecular, bem como grupos hidrofilicos/pro-
tetores externos que bloqueiam a ligagao com
macromoléculas. Os RAM-MIPs sao sintetiza-
dos pelos métodos tradicionais de sintese de MIP
e posteriormente sdo revestidos para formagio
da camada hidrofilica, a qual impede o acesso de

macromoléculas aos grupos ligantes do MIP.

Haginaka et al foram os precursores dessa
tecnologia quando propuseram, em 1999, um
MIP seletivo a (S)-naproxeno, empregando 4-VP
e EGDMA como MF e ALC, respectivamente.
Uma mistura de GMMA e GDMA na propor¢ao
de 1:1 (v/v) foi adicionada ao polimero quatro
horas apds o inicio da sintese para formacéo da
camada hidrofilica. Para avaliar a seletividade,
as amostras proteicas foram submetidas a extra-
¢ao com o RAM-MIP e como um MIP sinteti-
zado pelo mesmo método, mas sem a adigdo
dos mondmeros hidrofilicos. A recuperagdo
do analito foi a mesma em ambos os polime-
ros, demonstrando, portanto, que a seletividade
nao foi alterada pela camada hidrofilica. Além
disso, apds a percolacido de uma solucio de albu-
mina bovina em ambos os polimeros, os autores
obtiveram recuperagdes de 100% e <10% para
o RAM-MIP e MIP, respectivamente. O RAM-
MIP foi empregado com sucesso na andlise

direta de (S)-naproxeno em amostras de soro!'*"!.
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Ainda nesta linha, o grupo sintetizou também
um RAM-MIP empregando (S)-naproxeno ou
ibuprofeno como molécula modelo, e os poli-
meros obtidos foram utilizados na andlise direta
de amostras de soro através do sistema column-
-switching!®!. A metodologia foi empregada na
obtengdo de RAM-MIPs para analise de anti-
-inflamatérios ndo esteroidais, ' antiepiléti-
cos!'* e bisfenol-Al"** em amostras de agua de
rio.

Outra metodologia para obtencdo do
RAM-MIP foi proposta por Puoci et al. Os
autores obtiveram um polimero pelo método de
polimerizagdo in bulk utilizando cafeina como
MM, MAA como MF, DVB como ALC e glici-
dilmetacrilato (GMA) como comondmero pro-
-hidrofilico. A camada hidrofilica foi criada pela
abertura do anel epdxido da molécula de GMA,
empregando uma solu¢ao de acido perclérico.
O principal objetivo dos autores foi obter um
polimero para ser empregado em ambientes
fisiologicos. Os estudos demonstraram que o
RAM-MIP obtido utilizando o GMA como
comondmero pro-hidrofilico pode ser empre-
gado com sucesso neste tipo de ambiente!'*!.
Outros trabalhos do mesmo grupo relatam a
sintese de RAM-MIPs para emprego em libe-

ragdo controlada de p-aminofenol!*.

e para
andlise direta de sulfonamidas em leite!’*”). Cabe
destacar a eficacia de ambos os polimeros na

elimina¢ao de macromoléculas.

Um RAM-MIP foi preparado através do
método de polimerizagio por inchaco, utili-
zando fenobarbital como molécula modelo,
4-VP como ME, EGDMA como ALC e um glico-
mondmero para obten¢ido da camada hidrofilica.
O glicomonomero foi previamente preparado
empregando-se octa-acetato de lactose, HEMA
e trifluoreto de boro. Na segunda etapa do pro-
cesso de polimerizagdo, o glicomondémero foi

adicionado e a sintese ocorreu por mais 1 hora
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a temperatura ambiente e por 24 horas a 50 °C
em atmosfera de argonio. Depois da sintese, uma
solugdo de metoxido de sdédio em metanol foi
utilizada para promover a alcodlise do polimero
para a formagdo da camada hidrofilica. O poli-
mero sintetizado apresentou boa seletividade e
capacidade de eliminar as macromoléculas e foi
empregado na analise de fenobarbital em amos-

tras de soro!"®,

3.8 Outros

A extragdo em fase solida em discos tem
grandes aplicagdes principalmente na area
ambiental por suportar grandes volumes de
amostra. Porém, sua utilizagdo associada a MIPs
ainda parece ser pouco explorada. Alguns auto-
res chegaram a descrever a sintese de membranas
impressas, como Sergeyeva et al. Eles propuse-
ram a modificacao superficial de membranas
com uma fina camada de um MIP seletivo para o
herbicida triazinico terbumetona. Foi avaliada a
capacidade das membranas de adsorverem a ter-
bumetona, sendo que as membranas impressas
mostraram maior capacidade de adsor¢do para
a terbumetona do que para compostos similares
(atrazina, desmetrina e metribuzina). A alta afi-
nidade destas membranas sintéticas associada ao
baixo custo do preparo delas mostraram que elas
poderiam ser empregadas com sucesso em pro-

cedimentos de separagiao como SPE!'*.,

Em outro estudo, Pap et al. descreveram um
método de pré-tratamento de amostra em dois
estagios para aplicagdo em amostras de aguas
de rios. Os autores propuseram a sintese de um
MIP utilizando MAA como ME EGDMA como
ALC, terbutilazina como MM e tolueno como
solvente porogénico. Num primeiro estagio,
grandes volumes de agua foram concentrados
em um disco C,6 emum segundo momento, a

amostra passou por uma etapa de clean-up sele-
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tivo em MIP!, O acoplamento das duas técni-
cas poderia mais uma vez indicar uma tendéncia
de MISPE em disco.

Suedee et al. estudaram a possibilidade de
desenvolver um MIP para reconhecimento mul-
tiplo utilizando uma mistura de tetraciclinas e
seus produtos de degradagdo como molécula-
-modelo. Um agente plasticizante de polivi-
nilcloreto e dibutilftalato foi empregado como
matriz da membrana, e particulas de MIP foram
incorporadas como fase de adsor¢ao solida para
extracdo seletiva de tetraciclina e seus analogos
(doxiciclina, clortetraciclina e oxiteraciclina) de
solucdes aquosas. A avaliagdo da extragdo foi
realizada através de um método de didlise. Os
resultados mostraram que a seletividade do poli-
mero era especifica para o grupo de compostos
estruturalmente relacionados com o modelo,
indicando a possibilidade de se utilizar o mate-
rial preparado como fase de adsor¢do seletiva
para remogao de tetraciclinas de ambientes aqua-
ticos!"!. O mesmo material poderia encontrar
aplicagdes associado a extragdo em fase solida

sob a forma de discos.

Entre outros trabalhos de extracio em fase
sOlida diferenciada, Tan et al. prepararam um
MIP de prometrina sintetizado por polimeri-
zagdo térmica sobre a superficie de nanotubos
de carbono de paredes multiplas e desenvolve-
ram uma técnica de microextracio baseada no
revestimento desse material por uma membrana
porosa, integrando as vantagens da MISPME
impressa com a LPME (microextragido em fase
liquida). Um sistema de microextragao, com-
posto de um clip de papel e uma membrana
contendo nanotubos impressos, foi colocado
sob agitacao magnética e apenas os analitos alvo
e as moléculas interferentes de tamanho menor
que o poro da membrana foram extraidos na sua

fase organica, ocorrendo a adsorgao seletiva dos
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analitos no MIP, enquanto os interferentes per-
maneceram na fase organica e foram eluidos na
etapa seguinte. O método, que combina filtragdo
em membrana, LLE (extracdo liquido-liquido) e
reconhecimento por impressdo molecular, mos-
trou alta seletividade e capacidade de pré-con-
centragdo, além das vantagens de facil operagdo
e baixo consumo de solvente organico. A técnica
se mostrou efetiva para a extra¢ao de herbicidas
triazinicos de aguas de rios, efluentes e amostras

de leite!**?,

Em um estudo recente, uma fibra de silica de
0,1 cm de diametro foi recoberta por um MIP sin-
tetizado para analise de estrogénio em amostras
complexas. A fibra foi sintetizada num capilar,
em que os reagentes de sintese (estradiol como
MM, MAA, AIBN, TRIM e acetonitrila) foram
colocados para que ocorresse o processo de poli-
merizacdo. Posteriormente, a fibra recoberta foi
retirada do capilar, colocada em um tubo PEEK
(tubo utilizado em sistemas cromatograficos) e
instalada num HPLC com sistema multidimen-
sional para que houvesse a pré-concentragdo
dos analitos em um primeiro estagio e extragao
num segundo. O método apresentou bom resul-
tado com relagdo a seletividade e grande poten-
cial para andlise em matrizes complexas com

minimo pré-tratamento!*!,

Figueiredo et al. propuseram o emprego
de uma sonda de MIP para a extragdo de feno-
tiazinicos em amostras de plasma humano. Os
autores sintetizaram um MIP seletivo a clorpro-
mazina e promoveram a fixagdo do polimero em
um filme de cola epdxido sobre uma espatula
de vidro. Depois da secagem a sonda foi mer-
gulhada na amostra para extra¢io e colocada
embaixo do spray sénico da técnica EASI (easy
ambiente sonic spray ionization) para dessorgao,

ionizacao e analise por espectrometria de mas-

MIPs em preparo de amostras

sas. Bons resultados foram obtidos para andlise
semiquantitativa de 5 fenotiazinas com limites

de quantificagdo da ordem de 1 pmol L1144,

4 Conclusoes

Como pode ser visto, ha hoje diversas pos-
sibilidades para o emprego de MIPs em preparo
de amostras, o que certamente é resultado de
avanc¢os nas metodologias de sintese e nas con-
figuragoes dos sistemas de extragdo. Essa cons-
tatacdo nos permite concluir ainda que os MIPs
deixaram de ser uma tendéncia promissora em
Ciéncia de Materiais para realmente se tornarem
uma opg¢do vantajosa na solu¢ao de problemas
no preparo de amostras. Ademais, é certo que
essa tecnologia ainda carece de evolugao princi-
palmente no sentido de melhoria da seletividade
e outras carateristicas relevantes em processos de
extragdo. Algumas aplicagdes ainda sdo restritas,
como, por exemplo, o reconhecimento molecu-
lar de proteinas, devido a dificuldade de se mol-
dar sitios especificos para macromoléculas e a
extracdo direta de analitos em fluidos proteicos
devido a inevitavel impregnacao de proteinas no
polimero. Finalmente, ousamos ainda destacar
como tendéncia o emprego de MIP na andlise
direta de classes de compostos estruturalmente
semelhantes por espectrometria de massas e sem
separagdo cromatografica, uma vez que a extra-
¢do se restringe a classe, evitando assim proble-

mas de supressdo ionica.
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