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RESUMO

ANACLETO, S. S.Sintese e caracterizacgdo de um polimero a base de &cido
metacrilico/silica para determinacdo enantiosseletiva de sulfoxido de albendazol: estudos
de adsorcéo e preparo de amostras.82 p.Dissertacdo (mestrado), Universidade Federal de Sao
Jo&o del-Rei (UFSJ), Departamento de Ciéncias Naturais (DCNAT), Séo Jodo del-Rei, 2016.

Atualmente, 56% dos farmacos existentes sdo quirais. Os enantibmeros de um farmaco podem
ter diferentes atividades farmacoldgicas e por isso € de grande interesse o desenvolvimento de
métodos enantiosseletivos. Nesse sentido, o sulfoxido de albendazol (ABZSO), vermifugo quiral
largamente utilizado tanto em humanos quanto medicina veterinaria, merece destaque. Diversas
metodologias vém sendo desenvolvidas para a analise deste composto, mas Vé-se
preferencialmente a determinacdo em plasma por SPE, precipitacdo proteica, dentre outros.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar um polimero organico/inorganico
molecularmente impresso (MIP), para posterior utilizagdo em procedimentos de preparo de
amostra na determinacdo de ABZSO em urina por HPLC/DAD, bem como a realizacdo de
estudos de adsorcdo para a afericdo da capacidade e processo de adsorcdo dos materiais
empregados. MIP e NIP (polimero ndo impresso) foram sintetizados e caracterizados,
apresentando caracteristicas das substancias empregadas nas sinteses (Infravermelho por
Transformada de Fourier - FTIR), altas temperaturas de decomposicao (Termogravimetria - TG),
acima de 400 °C e morfologia (Microscopia Eletronica de Varredura - MEV). As melhores
condicBes cromatograficas: fase mével constituida de etanol : agua (50 : 50,v/v); vazdo 0,9 mL
min!; temperatura 40 °C; coluna Agilent® Eclipse Plus C15(100 x 4,6 mm, 3,5 um) acoplada a
uma coluna Chiralpak® IA-3 (100x 4,6 mm, 3um) e A = 230 nm. No preparo de amostras:300 pL
de agua (solvente de lavagem),
300 pL de etanol : &cido acético (9 : 1, v/v) (solvente de elui¢do), quantidade de material de 20
mg, volume de amostra de 500 uL, pH 9,0 e ndo adicdo de NaCl. Além disso, o MIP foi
comparado a dois outros materiais (NIP e Cyg), tendo sido mais eficiente na extragdo em ambos
0s casos. A separacdo dos enantibmeros apresentou pratos teéricos acima de 4000, resolucao
superior a 2 e assimetria em torno de 1. A otimizacdo da técnica de preparo de amostras
proporcionou recuperacdes por volta de 80 %, com obtengdo de melhores resultados para o MIP.
Na otimizacao dos estudos de adsor¢do, o pH étimo empregado foi pH 9,0, tal como no preparo
de amostras, e tempo de contato por volta de 15 min.O modelo cinético mais adequado tanto
para MIP quanto para NIP foi o de pseudo-segunda ordem e com relacdo as isotermas, as mais
ajustadas foram as do MIP, comprovando mais uma vez a melhor capacidade de adsorgéo deste
se comparado ao NIP sintetizado.

Palavras-chave: Polimero, HPLC, sulfoxido de albendazol, preparo de amostras, estudos de

adsorcéo.



ABSTRACT

ANACLETO, S. S. Synthesis and characterization of a polymer based on methacrylic acid /
silica for enantioselective determining albendazole sulfoxide: Adsorption studies and
preparation of samples.82 p.Dissertation (Master), Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei
(UFSJ), Departmentof Natural Sciences(DCNAT), Séo Jodo del-Rei, 2016.

Currently, 56% of existing drugs are chiral. The enantiomers may have different
pharmacological activities and is therefore of great interest in the development of
enantioselective methods. In this sense, albendazole sulfoxide (ABZSO), chiral anthelmintic
widely used in both human and veterinary medicine, deserves mention. Several methodologies
have been developed for the analysis of this compound, but it is seen preferably the
determination in plasma by SPE, protein precipitation, among others. Therefore, the aim of this
study was to synthesize and characterize an organic / inorganic polymer molecular form (MIP),
for later use in sample preparation procedures in determining ABZSO in urine by HPLC/DAD,
as well as carrying out adsorption studies to the measurement of capacity and adsorption of the
materials. MIP and NIP (non-imprinted polymer) were synthesized and characterized, showing
characteristics of the substances employed in the synthesis (Infrared Fourier Transform - FTIR),
high decomposition temperatures (Thermogravimetry - TG) above 400 °C and morphology
(Scanning Electron Microscopy - SEM). The best chromatographic conditions: mobile phase
consisted of ethanol : water (50 : 50, v/v); flow 0.9 mL min™; temperature 40 °C; Agilent®
Eclipse Plus Cg column (100 x 4.6 mm, 3.5 um) coupled to a Chiralpak® IA-3 column (100 x
4.6 mm, 3 um) and A = 230 nm. In the sample preparation: 300 uL water (the washing solvent),
300 pL ethanol : acetic acid (9 : 1, v/v) (elution solvent), the amount of material 20 mg sample
volume 500 pL, pH 9.0 and no addition of NaCl. Furthermore, the MIP was compared to two
other materials (NIP and C;g) being more efficient in the extraction in both cases. The separation
of enantiomers presented theoretical plates above 4000, resolution greater than 2 and asymmetry
around 1. The optimization of sample preparation technique provided recoveries around 80%,
with better results for the MIP. In optimizing the adsorption studies, the optimum pH was pH
9.0 employed, as in sample preparation, and contact time about 15 min. The most appropriate
kinetic model for both MIP and for NIP was the pseudo second-order with respect to the
isotherms and the best fit were the MIP, proving again the best adsorption capacity compared to
this synthesized NIP.

Keywords: Polymer, HPLC, albendazole sulfoxide, preparation of samples, adsorption studies.
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1. INTRODUCAO

Uma molécula é considerada quiral quando a imagem especular ndo pode ser
sobreposta a molécula original. Sua forma mais comum contém um carbono tetraédrico, no
qual estdo ligados quatro diferentes grupamentos. O atomo de carbono é o centro

estereogénico ou assimétrico da molécula(RIESOVA et al., 2016).

Uma molécula desse tipo pode existir em dois arranjos espaciais diferentes, que séo
estereoisdmeros um do outro. Esses tipos de estereoisdmeros sdo chamados de enantidmeros
(do grego, enantio= opostos). A unica diferenca que esses enantibmeros apresentam € a
propriedade de desviar o plano da luz polarizada para lados opostos, quando uma solucdo de
cada um deles é submetida a um polarimetro. Todas as demais propriedades fisicas séo
iguais(RIESOVA et al., 2016).

Quiralidade é uma grande preocupacdo na industria farmacéutica moderna, uma vez
que cerca de 56% dos farmacos sdo compostos quirais, sendo que 88% destes sao aplicados
terapeuticamente na forma de racematos. Este interesse pode ser atribuido em grande parte a
uma maior consciéncia de que enantibmeros de um farmaco racémico podem ter diferentes
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas(RENTSCH, 2002). O corpo, sendo um
seletor quiral incrivel, ir4 interagir com cada farmaco racémico diferente e metabolizar cada
enantidmero por um caminho separado para produzir atividade farmacoldgica distinta. Assim,
um enantidmero pode produzir uma atividade terapéutica, enquanto o outro pode estar inativo

ou, no pior dos casos, produzir efeitos indesejados.

Nesse sentido, do ponto de vista analitico, mostra-se interessante e extremamente
necessario o desenvolvimento de métodos cada vez mais seletivos e sensiveis, capazes de
identificar um analito de interesse entre tantas outras substancias que possam estar presentes

no meio de andlise e, detectd-lo em baixas concentracdes, seja qual for o enantibmero.

Dentre as técnicas mais empregadas para tais fins, encontra-se a extracdo em fase
solida (do inglés, SolidPhaseExtraction — SPE), que aliada a miniaturizacdo e emprego de
polimeros molecularmente impressos (MIPs) como sorventes, que por sua vez possuem sitios
de reconhecimento especificos e seletivos, deu origem a uma nova técnica, com baixo
consumo de solventes organicos e obtencdo de resultados satisfatorios: a chamada extracdo
em fase sdlida com MIPs miniaturizada em ponteira (PT-MIPs-u-SPE, do inglés, Pipette-

tipmolecularlyimprintedpolymersmicrosolidphaseextraction).




N&o obstante encontram-se também os estudos de adsor¢do, que aliados ao emprego
de MIPs também fornecem resultados que permitem a aferi¢cdo da capacidade de adsorcdo do

material adsorvente empregado para 0 composto de interesse.

Nesse contexto, foi desenvolvido e caracterizado um polimero a base de acido
metacrilico/silica para a determinacdo de sulfoxido de albendazol (ABZSO). Realizou-se 0
preparo de amostras em urina humana com o emprego de PT-MIPs-u-SPE, bem como estudos
de adsorcéo para o material sintetizado para afericdo de sua capacidade de adsorcéo. Todas as
amostras foram analisadas por meio de um método enantiosseletivo empregando a

HPLC/DAD e fases estacionarias quirais.

1.1. Albendazol e metabdlitos

O albendazol (ABZ), benzimidazol que pertence a classe dos metilcarbamatos, esta
entre os farmacos mais empregados atualmente (Figura 1). Também chamado de
metil-[(5-propil-tio)-1H-benzimidazol-2-il]Jcarbamato, consiste em um agente de largo
espectro anti-helmintico amplamente utilizado para a prevengdo e tratamento de doengas
infecciosas causadas ou transmitidas por parasitas (HORTON, 2000;MORENO etal., 2004).

Figura 1.Estrutura molecular do ABZ.Fonte: do proprio autor.

Apds administracdo de ABZ, ele sofre oxidaces sucessivas € 0 primeiro passo € a
conversédo em seu metabolito farmacologicamente ativo, ABZSO, um composto quiral com
um centro estereogénico em que o enxofre é oxidado, em um segundo passo irreversivel e
mais lento, para formar o albendazolsulfona (ABZSO,), espécie inativa. Enquanto ABZ
possui um efeito terapéutico claro, alguns estudos farmacocinéticos indicam que ABZSO é

responsavel por ambos os efeitos anti-helminticos e toxicos (MERINO et al., 2003).




Devido ao ABZ possuir um metabolismo extenso, suas concentracdes plasmaticas
sdo geralmente baixas. Assim, ele ndo é mais detectado no plasma ap6s administracdo oral e
as suas propriedades farmacocinéticas, sdo estudadas por meio da determinacdo da
concentracdo plasmatica de ABZSO, que esta presente em concentracfes de plasma da ordem
de ng/mL (CASTRO et al., 2009).

A molécula do ABZSO apresenta em sua estrutura quimica um centro assimétrico na
posicdo do atomo de enxofre, dando lugar a existéncia de dois enantibmeros, (+)-ABZSO e
(-)-ABZSO (Figura 2), os quais podem apresentar diferente comportamento farmacolégico.
(DELATOUR et al., 1990; DELATOUR et al., 1991; SOLANA; RODRIGUEZ; LANUSSE,
2001).

Figura 2.Representacdo do esquema metabdlico do albendazol. Fonte: do préprio autor.

O ABZSO (Cy2H15N303S), também chamado de ricobendazol, é empregado

diretamente como vermifugo de amplo espectro, uma vez que, também aparece como




metabdlito do ABZ e de seu pro-farmaco, netobimin (NTB) (Figura 2). ABZSO possui um
peso molecular de 281,33 g/mol e é uma molécula mais polar do que o0 ABZ. Seu pKa é de
10,05 + 0,10, igual a outros do seu grupo. Possui natureza anfotera, aumentando sua
solubilidade em meio acido (CAPECE, 2001; SCIFINDER, 2016).

O ABZSO atua sobre os parasitas por meio de dois mecanismos: inibindo o
metabolismo energético e também a polimerizacdo da tubulina dos microtubulos dos parasitas
(LACEY, 1990). E ativo contra nematodos, céstodos e trematodos, manifestando uma boa

atividade, tanto nas formas adultas quanto das larvas dos parasitas (CAMPBELL, 1990).

O ABZSO pode ser administrado por via oral, intraruminal ou subcutanea. Contudo,
devido a importancia do metabolismo gastrointestinal e da disposicdo e efetividade dos
benzimidazois e sua ma solubilidade, as vias para a administragdo mais empregadas sdo a oral
e intraruminal (CAPECE, 2001).

1.2. Métodos ndo quirais e quirais para analise do ABZSO

Véarios métodos ndo quirais sdo descritos na literatura para a determinacéo de ABZ e
seus metabolitos, inclusive o ABZSO, em sua maioria empregando HPLC e aplicacdo em

fluidos bioldgicos.

HURTADO et al. (1989), por exemplo, descrevem um método de detecgdo rapida,
seletiva, sensivel e confidvel para determinacdo de ABZ e seus metabdlitos em hemolinfa
empregando UPLC. O método de extracdo foi a extracdo liquido-liquido (do inglés,
LiquidLiquidExtraction — LLE), seguido por separacdo e quantificacdo num sistema de
espectrometria de massas. Foram obtidas curvas de calibragdo com boa linearidade, limite de
quantificacdo (LOQ) e limite de deteccdo (LOD). Precisdo, exatidao e estabilidade mostraram
variacdo aceitdvel em controle de qualidade. Os resultados do tratamento de dose Unica
sugeriram que as concentracdes de ABZ, ABZSO e ABZSO, aumentaram e em seguida
cairam. Foram observadas tendéncias diferentes para o tratamento de multiplas doses, com

concentragdes de ABZSO e ABZSO; subindo ao longo do tempo.

SARIN; DASH; DUA (2004) empregaram um método por HPLC/DAD de fase
reversa com aplicacdo em plasma em uma regido com incidéncia de filariose linfatica. O
método foi aplicado para determinar os niveis plasmaticos de ABZSO em pacientes normais

administrados com ABZ durante estudos farmacocinéticos.




KITZMAN; CHENG; FLEXKENSTEIN (2002) e VALOIS et al. (1994) também
determinaram ABZ e seus metabodlitos em plasma, s6 que por HPLC/UV. Os métodos
robustos foram aplicados, com realizacdo de estudos farmacocinéticos de ABZ em voluntarios

saudaveis.

FITOS et al. (1998) determinaram 25 benzodiazepinas quirais e compostos
relacionados, dentre eles ABZ e seus metabdlitos, em soro. A relagdo entre a estrutura e
enantiosseletividade foi discutida enfatizando o papel das interacdes hidrofobicas e de ligacdo
de hidrogénio, bem como a importancia da conformacdo dos enantibmeros. A maioria das
benzodiazepinas foram separadas com elevados fatores de separagdo e alta resolugdo. A
enantioseletividade foi influenciada pela natureza e a concentragdo do modificador organico

na fase movel, bem como pelo pH.

MIRFAZAELIN; DADASHZADEH; ROUNI (2002) realizaram um ensaio simples
para ABZ e seus metabolitos também em soro, empregando HPLC-UV. O método envolveu a
LLE por acetato de etilo. Ao final, foi desprezada a determinacdo de ABZ, que ndo é de
importancia farmacocinética, uma vez que ndo é encontrado no plasma humano, apés
administracdo oral. O método proposto foi apropriado para posterior estudo de

farmacocinética e metabolismo deste medicamento.

PROCHAZKOVA et al. (2000) empregaram um método de eletroforese capilar (em
inglés, CapillaryElectrophoresis - CE) ndo aquoso em plasma. A confiabilidade do método
desenvolvido foi verificada por meio da analise de 45 amostras de plasma obtidas a partir de
doentes tratados com ABZ. Obteve-se uma boa concordancia entre os niveis de ABZSO e
aqueles determinados por HPLC de rotina. ABZ foi indetectavel em todas as amostras dos
pacientes, ao passo que 0s niveis de ABZSO, estavam abaixo ou proximos do LOD.

N&o obstante aos estudos citados anteriormente, indo além dos métodos ndo quirais,
atualmente existe também um direcionamento crescente para o desenvolvimento de
separacOes estereosseletivas, pois a maioria das moléculas organicas, seja de farmacos ou
seres vivos, sdo quirais. Os métodos atuais de analise enantiosseletiva em amostras biologicas
incluem técnicas cromatograficas, eletroforéticas, polarimétricas, ressonancia magnética
nuclear, diluicdo isotdpica, calorimetria e técnicas enziméticas (KHATER; OESTE, 2015).
Dessa forma, sdo relatados também inumeros estudos envolvendo a separacdo
enantiosseletiva do ABZSO.




Metodologias baseadas em analise por HPLC/MS foram eficientes para a analise
quantitativa dos enantibmeros do ABZSO e do ABZSO,, como demonstra BONATO et al.
2007, BONATO; LANCHOTE; TAKAYANAGUI (2003), CHEN et al. (2004) e
GONZALEZ-HERNANDEZ et al. (2012).

Jé& a andlise dos enantidmeros do ABZSO por HPLC empregando fases estacionarias
quirais derivadas de (S)-N-(3,5-dinitrobenzoil)-tirosinacomo em DELATOUR et al. (1991) e
oz.glicoproteina &cida como em CRISTOFOL et al.(2001) tém sido também bastante relatadas
e aplicadas para a elucidacéo da estereosseletividade e da sulfoxidacdo do ABZ em humanos

e Varios animais.

PAIAS et al.(1997) apresentaram um método para a analise enantiosseletiva ABZSO
no plasma para aplicacdo em estudos farmacocinéticos clinicos. Da mesma forma,
LANCHOTE et al. (1998) também desenvolveram um estudo com aplicacdo em plasma. Um
perfil plasméatico de concentragdo-tempo tipico foi apresentado para um paciente sob

tratamento para neurocisticercose.

BELAZ et al.(2012) desenvolveram métodos analiticos em escala semi-preparativa
por HPLC, utilizando fases estacionarias quirais a base de polissacarideos. A rotacdo optica e

dicroismo circular de ambos os enantiomeros de ABZSO foram realizados.

ZONGDE et al. (2005) empregaram fases estacionarias quirais e analise por HPLC.
Em seguida, os métodos de analise foram expandidos para se obter pequenas quantidades

(cerca de 1 g) de ambos os enantidmeros do ABZSO.

Como visto, a determinacdo dos enantidmeros do ABZSO se da por diferentes
métodos tanto quirais quanto ndo quirais, mas apesar de empregarem diversas formas de
analise, a maioria dos estudos desenvolvidos possui um ponto em comum: a aplicacdo dessas
mesmas metodologias para analise de fluidos bioldgicos, que é considerada uma amostra
complexa contendo interferentes. Assim, antes mesmo do desenvolvimento de todos estes
procedimentos, deve haver uma preocupacgdo com a eliminacédo de tais interferentes, por meio

de preparo de amostras bem elaborados.

1.3. MIP como material adsorvente em SPE

A SPE é uma tecnica de separacdo liquido-solido baseada nos mecanismos de

separacdo da cromatografia liquida de baixa presséo e é normalmente utilizada com o intuito




de preparo de amostra, ou seja, de isolar compostos de interesse em matrizes complexas
(SABIK; JEANNOT; RONDEAL, 2000).

A SPE utiliza sorventes recheados em cartuchos nas formas de barril ou seringa e as
formas de retencdo sdo equivalentes aquelas envolvidas em cromatografia liquida em coluna.
Um cartucho usual é constituido por um tubo de polipropileno contendo de 50 a 500 mg de
sorvente, com 40-60 um de tamanho de particula, anexado ao tubo por meio de dois filtros.
Usualmente, os procedimentos de SPE contém cinco etapas: (i) ativacdo do sorvente para
gerar disponibilidade dos sitios ativos e reducdo dos caminhos preferenciais; (ii)
condicionamento do sorvente com solvente apropriado para ajustar as forgcas do solvente de
eluicdo com o solvente da amostra; (iii) introducdo da amostra; (iv) limpeza da coluna para
retirar os interferentes menos retidos que o analito; (v) eluicdo e coleta do composto de
interesse (LINGEMAN; HOEKSTRA-OUSSOREN, 1997).

Atualmente um grande nuimero de sorventes estd disponivel comercialmente. Em
geral, os materiais de recheio empregados para SPE, sdo similares aos de cromatografia
liquida. Assim, carvao ativado, alumina, silica gel, silicato de magnésio, fases quimicamente
ligadas e polimeros tém sido empregados (QUEIROZ; COLINS; JARDIM, 2001).

Seguindo esta tendéncia, o direcionamento dos estudos para o desenvolvimento de
sorventes mais seletivos e para novas configuracdes cromatograficas mostra-se uma area bem
interessante. Extragdes muito seletivas baseadas em colunas recheadas com suportes contendo
MIPs, tém sido bastante empregados, possibilitando a realizacdo das etapas de extracao,

concentracdo e isolamento em um Unico passo.

Uma das vantagens mais importantes da SPE em relacdo a LLE é que ela requer o
uso de menos solvente organico. Nesse sentido, a miniaturizacdo desta mesma técnica
acarretaria um beneficio ainda maior para a analise de compostos de interesse, uma vez que
empregaria ainda menos solvente e estaria condizente com os principios da quimica verde
(FRITZ; MARCKA, 2000).

Dessa premissa, surgiu um método simples e versatil para a extragdo e pre-
concentra¢do de compostos de interesse, a chamada microextracdo em fase solida com MIPs
adaptada em ponteira (PT-MIPs-u-SPE, do inglés, Pipette-tipmolecularlyimprintedpolymers
micro solidphaseextraction) (Figura 3). A técnica mostra-se mais barata do que as

convencionais, além de empregar quantidades muito reduzidas de solvente, resultar em




pequenos limites de deteccdo, ser de facil realizacdo e automatizacdo, empregar material
seletivo, dentre outros (DU et al., 2014).
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Figura 3.a) Sistema de PT-MIPs-u-SPE. (a) Seringa de 10 mL; (b) Ponteira 200-1000 pL;
(c) Material adsorvente; (d) Ponteira 200 uL. b) Etapas de um sistema dePT-MIPs-u-SPE.
(@) Condicionamento; (b) Adicdo da amostra; (c¢) Lavagem; (d) Eluicdo. Fonte: do proprio

autor.

Os MIPs sdo materiais sintéticos com sitios de reconhecimento gerados
artificialmente capazes de religar uma molécula-alvo. Estes materiais sdo obtidos por
polimerizacdo funcional e reticulacdo de mondmeros em torno de uma molécula molde,

conduzindo a uma rede altamente reticulada e tridimensional (LI et al., 2015).

Basicamente, a sintese de um MIP ocorre da seguinte forma: em um frasco séo
adicionados a molécula molde (MM), iniciador radicalar (IR), mondémero funcional (MF),
agente de ligacdo cruzada (ALC) e um solvente adequado. O mesmo frasco € mantido sob
temperatura controlada por aproximadamente 20 h. Posteriormente, o material é lavado para a
retirada da MM. Por meio desse processo, forma-se toda uma rede polimérica ao redor da
molécula molde, com sitios especificos e seletivos de reconhecimento, aos quais serao
utilizados em andlises posteriores. Limitacdes como estabilidade e reprodutibilidade, foram
contornadas e as aplicagOes aceleradas, produzindo um aumento quase exponencial em artigos

publicados com emprego de MIPs durante os tltimos anos (LI et al., 2015)(Figura 4).




(b)
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Figura 4.Representacdo da sintese de um MIP. (a) Sitios de ligagdo de mondmero;
(b) Analito (molécula molde); (c) Reagente de ligagdo cruzada;, (d) Auto-arranjo;
(e) Iniciador radicalar e polimerizacdo; (f) Extracdo do analito; (g) Polimero com cavidade

seletiva. Fonte: do proprio autor.

Trés abordagens diferentes para a sintese de MIPs tém sido relatadas: covalente,
semi-covalente e ndo-covalente. Ja o preparo de MIPs hibridos pode ser realizado pela rota
sol-gel na qual o precursor trialcoxissilano contendo o grupamento organico é incorporado na
rede polimérica. Outra estratégia também utilizada no preparo de materiais hibridos é a
combinacdo de mondmeros organicos com os precursores do processo sol-gel (LEE et al.,
2010).

No processo sol-gel, os materiais sol-gel molecularmente impressos incorporam a
molécula molde na estrutura rigida inorganica ou hibrida do polimero. Os materiais
inorganicos usualmente sdo baseados em silica, zirconia, titdnia ou alumina. Os precursores
mais utilizados nesse processo sol-gel sdo baseados em silica, utilizando como material de
partida alcdxidos de silicio como, por exemplo, o tetrametilortosilicato ou tetraetilortosilicato
(TEOS).

Os materiais hibridos possuem a vantagem de acumular caracteristicas tanto dos
polimeros organicos como dos polimeros inorganicos, além de possuir maior compatibilidade

com uma ampla faixa de solventes (JIANG et al., 2007).
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Uma agdo recorrente nos estudos empregando MIPs seria a sintese também dos
Polimeros Molecularmente ndo Impressos (NIPs). Tais materiais sdo sintetizados da mesma
forma que o MIP, contudo sem o emprego da MM. Os NIPs sdo utilizados para fins
comparativos, uma vez que nao possuem cavidade seletiva e como resultado, devem

apresentar menores recuperagdes do que o MIP.,

A utilizacdo de MIPs como materiais adsorventes seletivos permite tratamento
personalizado da amostra antes da determinacdo final. Assim, a sua utilizacdo como material
sorvente em SPE tem sido a técnica mais utilizada de aplicacdo dos MIPs (CARO et al.,
2006).

14.  PT-p-SPE

A PT-u-SPE é uma técnica que se encontra em expansao. As variagdes possiveis dos
materiais de recheio (similares aos aplicados a SPE convencional), bem como as
metodologias empregadas sdo bem interessantes e merecem estudos mais aprofundados.
Nesse sentido, ja existem atualmente alguns trabalhos de revisdo bibliografica publicados

abordando a técnica, mesmo que indiretamente.

HENNION (1999) publicou um trabalho relevante, que forneceu informagdes sobre
as caracteristicas da SPE, modo de interacdo, potencial e os desenvolvimentos recentes, dentre
eles a PT-u-SPE.Em primeiro lugar, os desenvolvimentos sdo dados em formatos, fases,
automacado, finalidade, alto rendimento e set-up de novos tipos de procedimentos. A énfase é
dada sobre a grande variedade de adsorventes para reter os analitos sobre uma vasta gama de
polaridades. A automacdo completa da sequéncia de SPE com o seu acoplamento em linha

com a cromatografia liquida seguida de varios modos de detec¢do também é abordada.

THEODORIDIS, KOSTER e JONG (2000) publicaram uma revisao cujo objetivo foi
uma pesquisa com a aplicacdo de p-SPE para a andlise de amostras biologicas. Documentos
sobre a andlise de compostos biologicamente ativos s@o categorizados e revistos. O impacto
da SPME em varios campos analiticos (toxicologico, forense, clinicos, bioquimicos,
farmacéuticos e produtos naturais) € ilustrado. As principais caracteristicas da u-SPE e seus
modos sdo brevemente descritos e aspectos importantes sobre a sua aplicagdo para a

determinacdo de farmacos, drogas de abuso e compostos de interesse clinico e toxicologico
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sdo considerados. A u-SPE é comparada com outras técnicas de pré-tratamento de amostras.
O potencial de u-SPE e suas principais vantagens sao demonstrados.

Ja HYOTYLAINEN e RIEKKOLA (2008) abordam o pré-tratamento on-line e off-
line de amostras liquidas utilizando metodologias de extracdo com adsorventes com analise
por GC. Extracdo sortiva com barra de agitacdo (SBSE), extracdo em fase solida (SPE),
microextracdo em fase solida e métodos assistidos de membrana séo criticamente avaliados e

a aplicabilidade de cada técnica é demonstrada com exemplos.

KATAOKA et al. (2009) avaliaram técnicas de microextracdo empregando capilares
no preparo de amostras. Aprisionamento de tubulares abertos, microextragdo em fase
solida(SPME) em tubo, fio-em-tubo de u-SPE, extracdo em fase sélida de fibra-em-tubo,
capilar cheio de sorvente em-tubo de p-SPE e capilar monolitico em-tubo p-SPE s&o
criticamente avaliados e aplicacdes dessas técnicas em produtos bioldgicos, farmacéuticos,

analises ambientais e alimentares sdo resumidos.

H& um grande contraste entre a andlise cromatografica e preparo de amostras
convencional, que demanda trabalho intensivo. No trabalho publicado por NOVAKOVA e
VLCKOVA (2009), técnicas de preparo de amostras, incluindo SPE, LLE, precipitacdo de
proteinas e muitas abordagens (u-SPE) sdo apresentadas e descritas como fundamentais e
passo critico dos métodos bio-analiticos.

KELLER-ENGHOLM e LARSEN (2011) estudaram a afinidade cromatogréfica do
diéxido de titanio como quimio-absorvente em diferentes técnicas de extracdo. RAMOS
(2012) forneceu uma visdo geral dos desenvolvimentos mais relevantes e abordagens bem-
sucedidas propostas em matéria de preparo de amostras. Enfase é dado sobre as técnicas e
abordagens que ja demonstraram a sua viabilidade por meio da analise de amostras reais, € em
particular sobre aquelas que lidam com a determinacdo dos componentes organicos em baixas
concentracdes. O potencial dos mais recentes desenvolvimentos nesta area para simplificacdo
do tratamento de amostra e hifenizacdo completa e integracdo do processo analitico €

discutido e as principais limitacfes avaliadas.

SPIETELUN et al. (2013) discutiram as informagdes sobre as solugdes
metodoldgicas e instrumentais em relacéo a diferentes variantes de técnicas de SPE, incluindo
aplicacbes praticas destas tecnicas e uma discussdo critica sobre as suas vantagens e
desvantagens. Por fim, VUCKOVIC (2013) resume desenvolvimentos dos dispositivos de

SPE, como fases de extracdo monoliticas e biocompativeis. As aplica¢des selecionadas da
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técnica, incluindo a analise de amostras de sangue total e estudos de ligagdo automatizadas,

séo apresentados.

Como observado, a PT-u-SPE é tema em um consideravel nimero de trabalhos de
revisdo. No obstante a isso, ha também seu emprego em diversas metodologias analiticas.
Assim, foi realizada também uma busca detalhada para obtencdo dos trabalhos publicados

envolvendo a aplicacdo da PT-u-SPE, agrupados aqui por material de recheio empregado.

1.4.1. Cy3 como material de recheio

O emprego de Ci3 como material adsorvente esteve presente em um grande numero
de estudos, uma vez que a silica além de ser um material mais comum, pode ser facilmente
adquirida e gera resultados satisfatorios. Na Tabela 1 podem ser observados alguns dados
relevantes sobre os estudos encontrados envolvendo o Cig como material adsorvente em p-

SPE adaptada em ponteira.

Tabela 1.Dados relevantes acerca dos estudos encontrados empregando Ci;g como material

adsorvente em u-SPE adaptada em ponteira.

Analitos Matriz Técnica de anélise Recuperacéo Faixa linear LOD Ref
. B . " HOUT, ZEEUW
Lidocaina e diazepan ~ Padrao GC/MS - ¢ JONG (1999)
. . . 0,75e25 HOUT, TAMA e
Lidocaina e diazepan  Plasma GC/MS 80% ng/mL HAYES (2001)
10-10000 SHEN et al
0, -
Posaconazol Plasma de rato HPLC/MS/MS >95 % ng/mL (2006)
I 0,2-200 0,05 KUMAZAWA et
Mequitazina Plasma GC/MS >90 % ng/mL ng/mL al. (2006)
. 0,04 e
Metanfe_tamlna & Urina GC/MS >78.2 % 0,25-200 0.05 KUMAZAWA et
anfetamina ng/mL al. (2007)
ng/mL
0,002-
POPs Tecido GCIMS 12550ng/g 0,009 BASHEER et al.
(2008)
ng/g
. . . 0,3 KOYAMA et al.
Histamina Madeira LC/ESI/IMS/IMS 83,8-91 % 0,01-4,00 uM ng/mL (2009)
. 0,125 HASEGAWA et
0 : '
Dimemorfano Plasma GC/MS 83 % 0,25-32 ng/L ng/L al. (2012)
PENA-
e . . 2-152 ABAURREA
- 0, - '
Bifenilospoliclorados  Tecido GC/ITD/MS/MS 83-123 % 5-1000 ng/g — TORRE o
RAMOS (2013)
extratos de ervas
- de 100-1000 2,4-8,0 SHEN et al
Pricoside I, Il e 111 Picrorhizascroph UPLC/MS/MS 87,2-98,2 ng/mL ng/mL (2013)
ulariiflora
Peptidios Plasma MALDI/TOF MS 84,5-92,3 % - ZHU et al. (2013)
nano-
Proteinas veneno - de | c/MALDITOFITOR - MATYSIAK et
abelhas IMS al. (2014)
THC-COOH, THC,
THC-OH, ~ CBD, Urina LC/MSIMS 80 % 500-2500 2-4 MONTESANO et
CBN ng/mL ng/mL al. (2014)
. - 50-5000 0,3-0,8 WANG et al
Proteinas Urina LC/ESIIMS ng/mL ng/mL (2014)
. 0,05-10,0 WANG et al
) 0 \ '
Flavondides Soro de ratos HPLC/DAD 98,63-103,18 % ng/mL (2015)
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Analisando os dados da Tabela 1 nota-se uma preferéncia pela aplicacdo das
metodologias desenvolvidas com Cj;g como material adsorvente em fluidos bioldgicos e
analise por cromatografia liquida e gasosa. Os analitos mais empregados sdo os farmacos e as
recuperacdes obtidas estdo acima de 80 %, tendo as faixas lineares e LODs em sua maioria,

na faixa de ng.

Um estudo diferenciado dos demais e que merece destaque foi o realizado por
MATYSIAK et al. (2014). Além de inédito, o trabalho é de grande relevancia cientifica e
muito completo. Nele, os autores exploraram o proteoma do veneno de abelhas, utilizando
diferentes estratégias de enriquecimento. Os estudos foram conduzidos com o emprego do
sistema nano-LC-MS. Como resultado, 11 dos 12 conhecidos alérgenos presentes no veneno
de abelhas africanizadas foram reconhecidos e 4 novas proteinas, até agora descaracterizadas
foram identificadas. Pesquisas de similaridade foram realizadas a fim de investigar relacdes
biologicas e homologia entre sequéncias de proteinas recentemente identificadas de
Apismellifera e outros Hymenoptera.

Atualmente, uma grande preocupacdo sdo 0s assuntos relacionados a saude,
principalmente no que se diz respeito a incidéncia de tumores pelo emprego de pesticidas na
producdo dos alimentos em grande escala. Assim, um trabalho muito interessante também foi
0 realizado por BASHEER et al. (2008), em que houve a determinagdo poluentes orgéanicos
persistentes (POPs) em amostras de tecido. A técnica envolveu a utilizacdo de digestdo
assistida por microondas (MAD) e u-SPE, com analise por GC-MS. Os POPs estudados
incluiram onze pesticidas organoclorados e cinco bifenilospoliclorados congéneres. Um
estudo preliminar com aplicacdo do procedimento MAD-SPE na analise de tecido de cancro
do ovario humano mostrou sua capacidade de detectar a presenca de um largo espectro de
diferentes POPs em tumores benignos e malignos.

1.4.2. Polimeros como material de recheio

O emprego de polimeros como material adsorvente em p-SPE adaptada em ponteira

foi realizado por diferentes métodos.

Na Tabela 2 podem ser observados alguns dados relevantes acerca dos estudos
encontrados empregando polimeros como material adsorvente em p-SPE adaptada em

ponteira.
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Tabela 2.Dados relevantes acerca dos estudos encontrados empregando polimeros como

material adsorvente em u-SPE adaptada em ponteira.

Analitos Matriz Tipo de polimero Técnica de Recuperacéo Faixa LOD Ref
analise linear
Polimero de 0 20-2000 KANG et al.
Trazodona Plasma nanofibras HPLC/UV 94,6-105,5 % ng/mL 8 ng/mL (2007)
. Fluidos . CALVANO
Proteinas Biolégicos Polietersulfona MALDI/TOF/MS - et al. (2010)
- - Frutas e Estireno o 0,1-2,00 <0,1 GUAN et al.
Pesticidas e fungicidas vegetais divinilbenzeno HPLC/MS 72-116 % ug/mL ug/mL (2010)
2,00-
Pirimidicarb Tomate ¢ \yp HPLC/DAD 995-1053% 1400 06 ZHOU et al.
péra ng/kg (2010)
uarkg
p Matrizes " o AWAEL et
proteinas complexas Mondlitos HPLC 95% - al. (2011)
Ofloxacino,
pefloxacino, Microesferas : 0,53-
norfloxacino, Ovos molecularmente HPLC/UV 89,1-102,5 % 25/2K500 1,07 I(‘Zlcl)Jlg)Et al.
ciprofloxacino impressas Ha/tg ng/Kg
enrofloxacino
. poli-3,4- ] 0 10-250 0,5-4 TIAN et al.
Sulfonamidas Mel etilenodioxitiofeno UPLC/MS 71,1-91,4 % ug/kg ug/kg (2013)
ZHANG e
Berberina Plasma e yp HPLC/UV 90,6-10320% o0 10O CHEN
urina ng/mL ng/mL
(2013)
acido indol-3-
propidnico, &cido A 16,3- :
indol-3-butirico S0 e OO ie® HPLCIUV 8041056% 8125  L2L7 ‘(’;’(’)*1'2)(3 etal.
acido g polip ng/g vy
naftalenoacético
232325 0% YAN et al
Dicofol Aipo MIP GC/ECD 86,6-101,9 % ! 019 '
ng/g (2014)
ng/g
Agua da
: torneira e o 1-1000 DU et al
Difenoconazol suco de MIP HPLC/UV 87,6-95,4 % ug/L 0,5 ng/L (2014)
fruta
Polimero nao
Dicofol Aipo impresso por GC/ECD 86,6-101,9 % 2,3-2325 0,06 YAN et al.
PR ng/g ng/g (2014)
liquido ibnico
: Amostras 0 0,6-1000 DU et al
metomil aquosas MIM HPLC/UV 84,9-105,1 % ug/L 0,2 ng/L (2014)
. . . 0022 3552  wANGetal
Cianazina e atrazina legumes Hibrido de sol-gel ~ HPLC/UV 87,6-93,8 % 1,65 ) '
mlg ng/Kg (2015)

Analisando os dados da Tabela 2, percebe-se que a revelia do ocorrido pelo emprego

de C15 como material adsorvente, com o uso de polimeros houve preferéncia de aplicacéo das

metodologias em alimentos. Os analitos mais utilizados também foram os farmacos e a

técnica analitica mais empregada foi a HPLC. As faixas lineares e LODs obtidos foram em

sua maioria na faixa de ng.

Tal como no caso de C;g3 como material adsorvente, houve aqui também uma

preocupacdo com a contaminacdo de alimentos por fungicidas e inseticidas empregados na

producdo em larga escala. Dentre os estudos realizados para este fim, um relevante tanto pela
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matriz empregada quanto pela forma de extragdo dos compostos foi o de LIU et al. (2013).
Nele, foram desenvolvidas microesferas molecularmente impressas compativeis com a agua
para a extracdo rapida e identificacdo de ofloxacino, pefloxacino, norfloxacino,
ciprofloxacinoe enrofloxacino em ovos. Por meio de comparagdo com 0s métodos

convencionais de SPE, o método desenvolvido foi rapido, facil e reprodutivel.

1.4.3. Materiais de carbono como materiais de recheio

Os materiais de carbono também foram empregados em um consideravel nimero de
estudos. Na Tabela 3 podem ser observados alguns dados relevantes acerca dos estudos
encontrados envolvendo materiais baseados em carbono como material adsorvente em u-SPE

adaptada em ponteira.

Tabela 3.Dados relevantes acerca dos estudos encontrados empregando materiais de carbono
como material adsorvente em p-SPE adaptada em ponteira.

Técnica de

Analitos Matriz i Recuperacao Faixa linear LOD Ref
andlise
. ] . 44,66-96,32
Toxinas marinhas ~ Marisco UPLC/MS/MS % 0,5-200 ng/mL 1,5 nug/kg SHEN et al. (2013)
Sulfonamidas ?n’:‘kﬁztgf‘;s HPLC/FD 90,4-1082%  2-4000 pg/mL 0,5 pg/mL SUN et al. (2014)
Sulfonamidas Leite bovino  HPLC/UV 90,1-1135%  0,05-6,0 pg/g 0,004-0,012 pg/g YAN et al. (2014)
Absorgéo B 0 JALBANI e
Chumbo Cabelo atomica 94,6-1055% 20 8 ng/mL SOYLAK, (2014)
DPX Frutas LC/MSIMS 94-109% 20 PODHORNIAK
(2014)
Amostras x
o o Absorcédo o 0,1-2,00 PANHWAR et al.
Céadmio E?;?gz?gss € Ltomica 72-116 % ug/ml <0,1 pg/mL (2015)

Analisando os dados da Tabela 3, observa-se que tanto os analitos quanto as
matrizes empregadas foram bem variados, tendo havido preferéncia pela analise por
cromatografia liquida. As recuperacdes foram adequadas, sendo as menores obtidas por

SHEN et al. (2013). As faixas lineares e LODs em sua maioria foram na faixa de ng.

Devido a grande preocupacdo atualmente pela contamina¢do do ambiente e seres
Vivos por metais pesados, outro estudo interessante foi o realizado por JALBANI e SOYLAK,
(2014). Nele, desenvolveu-se uma ponteira empacotada com nanotubos de carbono acoplada a
espectrometria de absor¢do atbmica com chama para extracdo para determinacdo de chumbo

em amostras de cabelo. Sob condi¢es 6timas, quatro pardmetros tais como o pH, o volume




16

de amostra, a quantidade de sorvente e concentragdes de eluente foram otimizados. O

procedimento foi aplicado em amostras de agua e cabelo.

Da mesma forma, PANHWAR et al. (2015) também abordaram a contaminacao por
metais pesados, s que neste caso com aplicacdo em amostras ambientais e bioldgicas. No
estudo, houve determinacdo da pré-concentracdo de cadmio, seguido de analise pela técnica
de absorcao atbmica. A influéncia de diferentes variaveis na eficiéncia de extragdo foi testada,
incluindo dosagem do adsorvente, o pH, o volume da amostra, volume de eluente e

desenho/descarga dos ciclos do sistema de seringa.

1.4.4. Outros materiais de recheio

Foram encontrados dois estudos envolvendo materiais adsorventes diferenciados. Na
Tabela 4 podem ser observados alguns dados relevantes acerca dos estudos encontrados

empregando outros materiais adsorventes.

Tabela 4.Dados relevantes acerca dos estudos encontrados empregando outros materiais
como material adsorvente em p-SPE adaptada em ponteira.

Analitos Matriz Material Técnica de anélise Recuperacéo Faixa LLOD Ref.
adsorvente linear
Peptideos - Mistura de HPLC/MALDI/TOF/MS  65-70 % 0,5-200 15ug/kg ERDJUMENT-
adsorventes ng/mL BROMAGE et al.
(1998)
Enantibmeros  Urina Filtro de HPLC/DAD 100,74-106,9  12,5-400 6,25 ANDRADE et. al.
cis- cigarro % pg/mL pg/mL (2015)

cetoconazol

Analisando os dados da Tabela 4, infere-se que dentre os dois estudos encontrados
envolvendo outros materiais adsorventes, no realizado por ANDRADE et al. (2015) obteve-se
menores LODse faixa linear, além de maiores recuperacdes. Nele, foi desenvolvido um
método enantiosseletivo para a determinacdo de cis-enantibmeros do cetoconazol por
HPLC/DAD em urina humana. A utilizagdo potencial de ponteira empacotada com filtro de
cigarro para a extracdo dos enantiomeros foi estudada e, a fim de encontrar um procedimento
adequado para extracdo, varios parametros incluindo o solvente de lavagem, o tipo e o volume
de eluente, o pH, a quantidade de material, o volume da amostra e a forca idnica foram
otimizados. Os critérios de desempenho para linearidade, sensibilidade, precisdo, exatiddo,

recuperacdo, robustez e estabilidade foram avaliados e estavam dentro do recomendado.
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Aplicou-se 0 método com sucesso numa urinaria cumulativa preliminar. O estudo é de grande
importancia cientifica, pois além de empregar andlise enantiosseletiva, utiliza também um

aparato de extracdo com material alternativo (filtros de cigarros) até entdo nunca empregado.

1.5. Adsorcao de Materiais

A adsorc¢do é um processo fisico-quimico em que o componente em uma fase gasosa
ou liquida é transferido para a superficie de uma fase solida. Os componentes que se unem a
superficie sdo chamados adsorvatos, enquanto que a fase solida que retém o adsorvato €
denominada adsorvente. A remocdo das substancias a partir da superficie é chamada
dessorcao.

A migracdo destes componentes de uma fase para outra tem como forca motriz a
diferenca de concentracbes entre o seio do fluido e a superficie do adsorvente. Como o
adsorvato concentra-se na superficie do adsorvente, quanto maior for esta superficie, maior
serd a eficiéncia da adsorcdo (CLARK, 2010)

A adsorc¢édo pode ser representada como uma reacdo quimica:
A+B =AB

Onde A é o adsorvato, B € o adsorvente e A.B é o composto adsorvido.

Os compostos permanecem adsorvidos na superficie do adsorvente pela acdo de
forcas quimicas, tais como: LigacGes de hidrogénio, interacbes dipolo-dipolo e forcas de
London. Existem basicamente dois tipos de adsorcéo: a fisica e a quimica. Contudo, em certos
casos os dois tipos podem ocorrer simultaneamente (CLARK, 2010).

A adsorcao fisica ocorre por uma diferenca de energia e/ou forcas de atracdo, que
tornam as moléculas fisicamente presas ao adsorvente. J& a adsor¢do quimica, corresponde a
uma interagdo de tipo quimico, em que os elétrons de enlace entre as moléculas e o sdlido
experimentam rearranjo e os orbitais mudam de forma, como em uma reagdo quimica
(CLARK, 2010).
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1.5.1. Cinética em processos de adsorc¢éo

Para entender corretamente um processo de adsorcdo e dessorcdo, deve-se
compreender dois principios basicos: equilibrio e cinética. Com relacdo aos processos de
adsorcéo/dessorcdo, dados termodinamicos sé fornecem informacdes sobre o estado final de
um sistema, mas cinética trata de alteracBes nas propriedades quimicas no tempo e se
preocupa especialmente com taxas de variacdo. O conhecimento da cinética de adsorcéo é de
interesse para muitos aspectos da quimica de superficie, a partir de compreensdo dos
mecanismos de adsorcao/dessorcdo de mais problemas praticos, tais como catalisadores,

corroséo e remogéo dos componentes de poluentes a partir de solugdes (AZIZIAN, 2004).

O processo de sorcdo pode ser descrito pelos seguintes passos consecutivos:
(i) transporte de soluto no seio da solucdo; (ii) a difusdo de soluto através da chamada pelicula
liquida circundante; (iii) a difusdo de soluto no liquido contido nos poros das particulas de
sorbato e ao longo das paredes dos poros (difusdo intra-particula); (iv) adsorcdo e dessor¢do
de moléculas de soluto em/a partir da superficie do adsorvente. A taxa global de sorcdo pode
ser principalmente controlada por qualquer um destes passos; um efeito combinado de alguns
passos também é possivel. Em muitos sistemas experimentais de sorcdo o efeito de transporte
na solucdo é eliminado por rédpida agitacdo mecanica e, portanto, ndo é considerado como
estando envolvido no controle da taxa global de sorcdo e pode ser ignorado. A fim de
determinar a contribuicdo dos passos restantes, varios modelos cinéticos foram desenvolvidos
para prever o comportamento dos dados experimentais (PLAZINSKI; RUDZINSKI;
PLAZINSKI, 2009).

Partindo-se desse pressuposto, destacam-se principalmente os modelos cinéticos de
pseudo-primeira ordem ou modelo cinético de Largergren, pseudo-segunda ordem, equacdo

Elovich e difusdo intra-particula, ou modelo cinético Morris-Weber.

1.5.1.1. Pseudo-primeira ordem

Também chamado de modelo cinético de Largergren, descreve a taxa de adsorcédo
com base na capacidade de adsorcdo e a aproximacdo do nimero de sitios de adsorcéo

desocupados e admite que estes modelos s&o descritos por adsorcao fisica.
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A Equacéo 1 apresenta este modelo na sua forma final (HO, 2004; HO, 2006).

ln(qe - qt) = ln(qe) —ky.t(1)

Em que q. e q; S80 a quantidade de composto adsorvido no estado de equilibrio (mg g™) e em
qualquer instante t (min); k; é a constante de velocidade (min™). Os valores de K; e g podem
ser obtidos a partir de y-intercepto e inclinacdo, respectivamente, do plot de In(ge — q) vs. t
(HO; MCKAY, 1998; RUDZINSKI; PLAZINSKI, 2007).

1.5.1.2. Pseudo Segunda ordem

O Modelo é baseado na nocdo de que a adsor¢do deve relacionar-se ao produto do
quadrado da diferenca entre o numero de sitios de equilibrio de adsorcdo disponiveis no
adsorvente e os locais ocupados. Além disso, o analito pode se ligar a dois locais ativos com
diferentes energias de ligacdo e assume que o0 passo limitante da velocidade é quimissorcéo e
prevé o comportamento ao longo de toda a gama de adsor¢cdo (RUDZINSKI, PLAZINSKI,
2007). Este modelo, na sua forma final, pode ser expresso como se segue na Equagéo 2.

1 1

t
— = —(2
qr (kz2.ge) + qe( )

Em que ge e g s30 a quantidade de fons adsorvidos em equilibrio (mg g™) e no tempo t (min);
ks (g mg™ min) é a constante da taxa de pseudo segunda ordem para o processo de adsorcao.
ge © ko podem ser obtidos a partir dos valores inversos de intersecdo y e inclinagdo,
respectivamente, do plot de t/g; vs. t (HO; MCKAY, 1998; HO; MCKAY, 2000)

1.5.1.3. Elovich

De forma semelhante ao pseudo-segunda ordem, também assume que a superficie do
adsorvente € energeticamente heterogénea e considera o processo de adsor¢cdo da natureza
quimica (HO; MCKAY, 2000). Além disso, o aumento do local de adsorcdo é um processo

que implica uma adsor¢do multicamada.
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O modelo de Elovich é definido pela Equacéo 3.
1 1
q; = Eln(a. B) + E.ln t(3)

Em que g; (mg g™) é a concentracdo de fons adsorvidos no tempo t (min); o (mg g~ min™) é a
taxa de adsorcdo inicial; B (g mmol™) é a constante de dessorcéo. O plot de g; vs. Ln t resulta
na determinacdo das constantes cinéticas o ¢ P, pelos valores de inclinagdo e y-intersecao,
respectivamente (BAYO; NOGALES; ROMERO, 2008; RUDZINSKI; PANCZYK, 2000;
WU; TSENG; JUANG, 2009)

1.5.1.4. Difuséo intra-particula

Ou modelo cinético Morris-Weber, também foi utilizado para descrever
matematicamente a cinética de adsor¢do, em que o processo é influenciado pelo fenémeno de
difusdo. Além disso, tem sido amplamente utilizado para verificar a influéncia da resisténcia a
transferéncia de massa sobre a ligacdo do analito ao adsorvente. Este modelo é representado

pela Equacao 4.
q¢ = kg t% + C(4)

Em que g (mg g)é a concentracdo de fons adsorvidos em qualquer instante t (min), e

12 2 0 valor

Kg (mg g™ min™) pode ser calculada a partir do declive do gréfico linear de gy vs t
de C (mg g™) é calculado a partir da intersecdo de y, e da uma idéia da espessura da camada
limite. Quando C est4 perto de zero, a taxa de adsor¢do é dependente da difusdo intra-
particula (RUDZINSKI; PLAZINSKI, 2008; WEBER; MORRIS, 1963; WU; TSENG,;

JUANG, 2009).
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1.5.2. Isotermas de adsorcéo

A isoterma de adsorcao é a relacdo de equilibrio entre a concentracao na fase fluida e
a concentragdo nas particulas adsorventes a uma dada temperatura. Para gases, a concentracao
é dada em porcentagem molar como uma pressdo parcial. Para liquidos, a concentracdo
geralmente é expressa em unidade de massa. A concentracdo do adsorvido no solido é dada

como massa adsorvida por unidade de massa do adsorvente.

Ha diversos modelos de isotermas de adsorcdo, dentre 0s quais merecem destaque as
de Langmuir, Freundlich, Sips, Single Site Langmuir-Freundlich e Dual Site Langmuir-
Freundlich.

1.5.2.1. Langmuir

Talvez o modelo ndo-linear isotérmico mais simples, e foi desenvolvido
originalmente para o processo de adsor¢cdo em uma Unica camada de soluto sobre a superficie
de um sorvente. Assim, este modelo descreve a adsorcdao de um adsorvido sobre uma
superficie adsorvente homogénea e cada local de adsorcéo pode ser ocupado apenas uma vez.

Pode ser representado pela Equacéo 5, como segue:

_ QKp.Ceq
e = (1+1<L.ceq)(5)

Em que g é a quantidade de ions adsorvidos na superficie do material
(mg g"); Ce € a concentragdo de equilibrio na solugdo (mg L™); Q é a constante na
capacidade maxima de adsorcdo (mg g?) e K, constante de adsorcdo Langmuir (L mg™)
(ERTL, 1994; LANGMUIR, 1961).
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15.2.2. Freundlich

Foi desenvolvido para ser consistente com a distribuicdo exponencial de centros
ativos, caracteristica de superficies heterogéneas, matematicamente descrita como segue na

Equacéo 6.

1
qe = Kr. Ceqn(6)

Em que Kg é a constante para a capacidade de adsorcdo e n é a constante para a
intensidade de adsorcdo ou grau de adsorcdo, o qual varia de acordo com a heterogeneidade
do material (FREUNDLICH, 1906; WEBER; MCGINLEY; KATZ, 1991).

1.5.2.3. Sips

Combina os modelos de Langmuir e Freundlich, e supde que as interacdes podem
ocorrer com diferentes afinidades. Espera-se que Sips descreva de melhor forma superficies
heterogéneas. Em baixas concentracGes do analito se reduz a uma isoterma de Freundlich,
enquanto que em concentracdes elevadas leva ao modelo Langmuir. O modelo de Sips

assume a forma da Equacéo 7.

Q.Ks. Ceq
Qe = 17k, Ceq" TR Cog )

1.5.2.4. Single Site Langmuir-Freundlich

Corresponde a uma segunda forma de representar Sips (Equacao 8).

_ K1.Q1. Ceq
Qe = (1+K1.Ceq )n( )
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1.5.2.5. Dual Site Langmuir-Freundlich

Supera algumas limitacdes dos modelos Single Site e Sips, como a heterogeneidade
dos locais de fase solida no processo de adsorcao. Assim, assume que a adsorcao pode ocorrer

tanto em sitios homogéneos como sitios heterogéneos de um composto.

Dual-site de Langmuir-Freundlich é representada pela Equagéo 9.

_ (Ql-(Kl-Ceq)nl) (QZ-(KZ-Ceq)nz)/ )
€ 14+(Ky.Ceq )Nl 1+(K2.Coq )2

1.5.3. Trabalhos empregando estudos de adsorcao para sulfoxido de albendazol

Apbs uma busca detalhada de periodicos, ndo foram encontrados trabalhos
envolvendo estudos de adsorcédo para 0 ABZSO. Tal fato ressalta ainda mais a importancia da
realizacdo desses estudos, bem como de trabalhos que utilizemu-SPE adaptada em ponteira e
preparo de amostras, pois para estes também ndo ha publicacdes que envolvam o ABZSO e
MIPs. Dessa forma, serdo obtidos estudos relevantes no que se diz respeito a quimica
analitica.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

o Sintese e caracterizagdo de um MIP (organico/hibrido) para emprego na
PT-MIPs-u-SPE e analise enantiosseletiva de ABZSO em urina por HPLC/DAD e posteriores

estudos de isotermas e cinéticas de adsorcdo do ABZSO nos materiais sintetizados.

2.2. Objetivos Especificos

o Otimizacdo das condicdes de andlise enantiosseletiva do ABZSO por HPLC/DAD,
avaliando diferentes parametros, tais como: diferentes solventes na fase movel, pH,

temperatura, colunas, vazdo, comprimentos de onda, volumes de injecéo;
o Sintese de MIP e NIP para a analise do ABZSO;

o Caracterizacdo dos materiais sintetizados empregando as técnicas Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TG) e microscopia
eletronica de varredura (MEV);

o Desenvolvimento de um dispositivo in lab para realizar o método de extracao.

o Otimizacdo do método de extracdo do ABZSO em urina por
PT-MIPs-u-SPE avaliando diferentes pardmetros, tais como: quantidade de material
adsorvente, volume de amostra, volume de solvente, forca ibnica da amostra (urina), pH da

amostra (urina), solvente de lavagem e solvente de eluicéo;

o Realizacdo de estudos de adsor¢do com os materiais sintetizados em solucdo aquosa,
avaliando deferentes parametros, tais como: pH, isotermas e cinética de adsorc¢ao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes empregados na fase mével e no preparo de amostras
foram de grau P.A e grau HPLC respectivamente. O etanol, metanol e acetonitrila foram
adquiridos da J. T. Baker® (Cidade do México, México). Ja o cloroférmio foi adquirido da
Tedia® (Fairfield, EUA). A agua empregada para o preparo de amostra e estudos de adsorcao
foi 4gua ultrapura obtida do Sistema MILLI-Q PLUS® - Millipore/Millipore Corporation
(Bedford, EUA).

O tetraetilortosilicato(TEOS) foi adquirido daMerck®(Berlim, Alemanha) e o
dimetilsulféxido (DMSO) e o 4cido acético da Vetec® (Duque de Caxias, Brasil). Ja o
3-(trimetdxisilil)propil metacrilato (TRIM), o acido metacrilico (MAA) e o acido acético
foram obtidos da Sigma Aldrich® (S&o Paulo, Brasil). O 4-4’-azobis(acido4-cianovalérico)
(AZO) foi obtido da Santa Cruz Biotechnology® (Santa Cruz, EUA). O &cido cloridrico e o
hidréxido de sédio foram adquiridos da Synth® (Diadema, Brasil). O cloreto de sddio
utilizado para o estudo do efeito da forca idnica foi obtidoda Qhemis® (Indaiatuba, S&o

Paulo).

3.1.2.  Solugdes-Padréo

Foi empregado um padrdo secunddrio do ABZSO referéncia United States
Pharmacopeia- USP 98,00% p/p. O ABZSO foi preparado com pesagem de 10,2 mg do
farmaco e diluicdo em metanol para obtencdo de uma concentracdo de
Img/mL, para posterior diluicdo no decorrer do desenvolvimento do trabalho. As soluges
preparadas foram estocadas a -20°C sob a auséncia de luz.

3.1.3. Equipamentos

Todas as anélises do estudo foram realizadas em um cromatdgrafo Agilent® (Santa
Clara, CA, EUA), composto por uma bomba quaternaria modelo 1260 (G1311 B), termostato
(G1330 B), injetor automatico modelo 1260 Hip ALS (G1367 E) e um detector por arranjo de
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diodos (DAD) modelo 1260 VL+ (G1315 C). Os dados foram coletados e analisados pelo
software AgilentOpenLABChromatography Data System® (CDS) (Santa Clara, CA, EUA).
Para a separagdo cromatografica enantiosseletiva do ABZSO foram avalaliadas duas colunas
quirais: Chiralpak® IA-3 (100 x4,6 mm, 3um) e Chiralpak® 1B (100 x 4,6 mm, 5 um), ambas
protegidas com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm),bem como uma
coluna Agilent® Eclipseplus Cig (100 x 4,6 mm, 3,5 um).Para as pesagens realizadas no
decorrer da pesquisa, empregou-se uma balanga semi-analitica Sartorius AG Extend, ED2245
(Sé&o Bernardo do Campo-SP). Para os procedimentos de diluicdo foi empregado um
ultrassom (Unique, UltraCleaner800). Na caracterizacdo dos materiais sintetizados foram
utilizados um espectrémetro por transformada de Fourier (BomemHartmann&Braun, MB
series, Quebec, Canada), uma termobalanca (2950 ThermalAnalysisinstrument, TA
Instrument, New Castle, DE, EUA) e um Microscopio TM3000 Hitachi Analitica Table Top.
Para os procedimentos de afericdo e adequacdo de pH foi empregado um pHmetro HANNA
instruments, HI2221 CalibrationCheck pH/ORP Meter (Tamboré -SP). Ja na agitacdo das
amostras no procedimento de adsorgéo utilizou-se uma incubadora Tecnal Equipamentos para
laboratério LTDA, TE-420 (Piracicaba-SP). Para agitacdo de tubos no preparo de amostras foi
utilizado um Vortex IKA laboratoryequipments, MS3 Basic. Na sintese dos materiais e
secagem dos solventes no decorrer da otimizacdo do preparo de amostras em urina
enriquecida, utilizou-se uma estufa para secagem e esterilizacdo De Leo equipamentos
laboratoriais (Porto Alegre, RS). Na separacdo de fases, foi utilizada uma centrifuga (Daiki,
80-2B).Por fim, para o aquecimento controlado da urina na hidrélise empregou-se um Banho
Maria Dig. ROT 8 BC, LS8BD-220 LogenScientific.

3.2. Métodos
3.2.1. Sintese do MIP e NIP

Inicialmente foram pesados cerca de 22,0mg do ABZSO, com posterior
transferéncia para um frasco apropriado ao qual foi adicionada uma solugdo de
cloroféormio : DMSO (3: 1,v/v: com a mistura de 5,25 mL de cloroférmio e 1,75 mL de
DMSO) que foi sonicada em ultrassom por 1 min. Adicionou-se cerca de 5 mL de MAA
(monémero funcional) ao frasco e a mistura foi agitada em ultrassom por 10 min.

Posteriormente, adicionou-se mais 1 mL de TRIM e 2 g de AZO.
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Preparou-se uma solugdo com 2mL de TEOS, 7mL da solucdo de
cloroférmio : DMSO e 2 mL de HCI 3 %. Para o preparo da solucdo de HCI, adicionaram-se
300 pL do HClgrau P.A a um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume até o
menisco com &gua ultrapura. Finalmente, adicionou-se a solu¢do composta por TEOS,
cloroférmio, DMSO e HCI ao frasco, gota a gota, sob acdo do ultrassom por 25 min. O frasco
foi lacrado e levado a estufa por 24 h a 80°C.

O MIP obtido foi triturado com o auxilio de almofariz e pistilo e lavado com uma
solucdo de metanol : &cido acético (9 : 1,v/v) até a retirada do ABZSO, que foi comprovada
pela ndo deteccdo dos analitos por HPLC/DAD, e posteriormente com metanol, para a retirada
do &cido acético. O material foi seco em estufa a 65°C por 48 h e tamisado em peneira

apropriada, com tamanho de particula de até 100 mesh.

Ja o NIP foi sintetizado da mesma forma que o MIP, contudo sem o emprego da

molécula molde. Assim, ndo foi necesséaria lavagem do material, sendo este apenas tamisado.

3.2.2. Caracterizacdo do MIP e NIP sintetizados

Analises de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas
utilizando um espectrometro por transformada de Fourier operando entre 4000 e 400 cm™, &
resolucdo de 4 cm™, por meio do método convencional (pastilha de KBr). As analises
termogravimétricas (TGA) foram realizadas em uma termobalanga com uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™, sob fluxo de nitrogénio (50 mL min™) de 25 a 600 °C. As
imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram obtidas utilizando um

Microscopio com aceleracdo de tensdo variando entre -5 kV e 15kV.

3.2.3. Otimizacéo das CondicGes de Analise por HPLC/DAD

Visando a otimizacdo das condi¢cbes de analise do ABZSO, foram avaliadas
diferentes condicGes, com variagdo de temperatura, constituicdo e proporcéo da fase movel,
vazdo e comprimento de onda. A solucdo padrdo de ABZSO 1 mg/mL foi diluida em metanol
para 40 pug/mL e analisada por HPLC/DAD. Inicialmente foi empregada a coluna Chiralpak®
IB (100 x 4,6 mm, 5 um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
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(4 x 3,0 mm). Posteriormente também foi testada a coluna Chiralpak® IA-3 (100 x 4,6 mm,

3 um) com a coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm).

A coluna Chiralpak® 1A-3, por fornecer melhores resultados, foi empregada como a
coluna da condi¢do otimizada. Contudo, devido a deteccdo de grande quantidade de
interferentes provenientes da urina na analise cromatografica durante o preparo de amostras,
foi necessaria uma nova otimizacdo, desta vez empregando a coluna Chiralpak® IA-
3protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm) acoplada a uma

coluna Agilent®Eclipse Plus Cyg (100 x 4,4 mm, 3,5 um).

3.2.4. Preparo da PT-MIPs-u-SPE

O MIP foi empacotado em ponteiras de pipetas (1000 pL de polipropileno),
utilizando algodéao desengordurado em ambas as extremidades, para evitar a perda do material

adsorvente. Antes da extracdo, as ponteiras foram pre-tratadas com 500 pL de &gua ultrapura.

3.2.5. Desenvolvimento e otimizagdo do preparo de amostra

Inicialmente, realizou-se a hidrolise das amostras de urina, a fim de retirar
interferentes e impurezas que pudessem afetar a deteccdo dos enantibmeros do ABZSO.
Foram adicionados 300 uL de acido cloridrico 1 mol/L em 10 mL de urina, seguido de
aquecimento em banho Maria por 60 min, ajuste para o pH apropriado com solu¢do de NaOH
1 mol/L, centrifugacdo e retirada do sobrenadante. Para avaliar a aplicabilidade da
PT-MIPs-u-SPE empregando a HPLC/DAD para a separacdo e determinacdo dos
enantibmeros do ABZSO foi necessario estudar varios fatores que podem afetar a eficiéncia
da extracdo, tais como: os solventes de lavagem e de elui¢do, a quantidade de material, 0s

volumes da amostra e do eluente, o pH e a forga idnica da amostra (urina).

A solugéo estoque de ABZSO 1 mg/mL foi diluida em urina hidrolisada a fim de se
obter uma concentra¢do de 40 pg/mL para realizar os testes. As analises foram realizadas em
triplicata, sendo que ap0s a extragdo, houve secagem do eluente em estufa com posterior
ressuspensdo em metanol, seguido de analise por HPLC/DAD. Testou-se como condicao
inicial de extragdo 500 uL de agua ultra-pura para condicionamento, 500 pulL de amostra sem

adicdo de sal e com pH 9, 20 mg de material, 300n L de agua como solvente de lavagem e
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300 puL de metanol : acido acético (9 : 1, v/v) como eluente. No decorrer do procedimento de
otimizagdo, as melhores condi¢des avaliadas para cada parametro foram fixadas para as
extracOes posteriores, até que foi obtida uma condicao de extracdo completamente otimizada.
Como solvente de lavagem, foram testados agua e hexano. Como eluente, testou-se metanol,
etanol e acetonitrila, ambos com adicdo de 10% de acido acético nos volumes de 200, 300,
400 e 500 pL. Na quantidade de material, foram empregados 10, 20 e 30 mg. Para otimizagéo
do volume de amostra, testou-se 250, 500 e 750 pL. Ja no pH da amostra, foram testados pH
3,0; 7,5; 9,0 e pH 12,0. Para avaliacdo da forca ibnica, testou-se adicdo de 5, 10 e 20% de
NaCl. Por fim, para fins comparativos, foram avaliados outros materiais (Cis € NIP) na
condicdo de extragdo otimizada anteriormente, para comprovar a melhor capacidade de

adsorcéo do MIP frente a outros materiais.

3.2.6.  Estudos de adsorcéo

Amostras de &gua ultra pura foram enriquecidas com a solu¢édo estoque de ABZSO 1
mg/mL a uma concentrago de 4 pg/mL. Adicionou-se 5 mL dessas amostras a tubos Falcon®
de 50 mL contendo cerca de 20 mg do MIP sintetizado. A mistura foi agitada por 30 min. e

deixada em repouso. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e analisado em HPLC.

Para o estudo do pH 6timo de adsorcdo, variou-se o pH da agua para pH 1,0, pH 3,0,

pH 7,5, pH 9,0 e pH 12,0, com o0 emprego soluc¢des de HCI e NaOH 1 mol/L.

Para o estudo da cinética de adsor¢do, variou-se o tempo de agitacdo para 5,0 min.,
10,0 min., 15,0 min., 20,0 min., 30,0 min., 45,0 min., 60,0 min., 75,0 min. e 90,0 min.

Ja para a obtencdo das isotermas de adsorcdo, variou-se a concentracdo de ABZSO
na solucdo aquosa para 2,0 pg/mL, 4,0 ug/mL, 8,0 ug/mL, 16,0 ug/mL, 32,0 ug/mL, 64,0
ug/mL, 128,0 ug/mL, 156,0 ug/mL, 200,0 ug/mL, 312,0 pg/mL, 624,0 ug/mL e 1248,0
ug/mL.

Todos os testes de adsor¢do foram realizados em duplicata e apés finalizar os estudos

com o MIP, todo o processo foi repetido também para o NIP sintetizado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Otimizacao do método de separacdo enantiosseletiva do ABZSO

Inicialmente foi empregada a coluna Chiralpak® IB (100 x 4,6 mm,5 um) protegida
com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm).

Utilizando-se 0 modo normal, com fase movel apolar em comparacdo a fase
estacionaria, ndao foram obtidos bons resultados. Normalmente utiliza-se a propor¢édo
hexano : isopropanol (90 : 10, v/v)como condicdo inicial, para assegurar se ha ou ndo a
probabilidade de obtencdo da separacdo satisfatoria dos picos ou até mesmo a obtengdo de
uma separacdo parcial em fase normal. Caso fossem obtidos os picos, poder-se-ia utilizar
modificadores organicos para melhorar a separacdo e até mesmo melhorar os tempos de
eluicdo, ou também alterar as condi¢cdes cromatograficas. Desta forma, foi realizada uma
corrida cromatogréafica de 60 min. sob tal condi¢do, um tempo considerado muito elevado e
inadequado para HPLC, uma vez que leva ao gasto um grande volume de solvente. Além
disso, nao foram obtidos picos, levando a exclusdo da possibilidade do emprego de fase

normal na coluna(Figura 5).
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Figura 5.Cromatograma referente & analise do ABZSO com coluna Chiralpak®IB
(100 x 4,6 mm, 5 um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 1 mL/min, fase modvel composta por
hexano : isopropanol (90 : 10, v/v), comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de
10 uL e concentragéo de 40ug/mL.
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Posteriormente, na mesma coluna foram estudados os modos polar organico e
reverso,representados na Figura 6. Analisando 0s cromatogramas, percebe-se apenas a
deteccdo de um pico com sinal elevado, o qual corresponde aos enantidmeros nao separados.
Assim, os modos reverso e polar organico foram também excluidos, pois a coluna Chiralpak®

IB (100 x 4,6 mm, 5 um) n&o foi adequada para a separacéo enantiosseletiva do ABZSO.
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Figura 6.(a) Cromatograma referente a analise do ABZSO com coluna Chiralpak® IB
(100 x 4,6 mm, 5 um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 1 mL/min, fase movel composta de 100%
metanol, comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de 10 uL e concentracdo de 40
pug/mL. (b) Cromatograma similar & condi¢do (a), contudo com fase movel composta de

agua : metanol (80 : 20, v/v).

J& com relagdo & coluna Chiralpak® IA-3 (100 x 4,6 mm, 3um) com a coluna de
guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm) os resultados foram bem mais adequados.
Foram avaliadas diferentes condiges, sendo que inicialmente foi empregado o0 modo normal.
Tal como no caso da coluna Chiralpak® 1B, ndo houve a obtencdo de nenhum pico dentro de
60 min.(Figura 7).
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Figura 7.Cromatograma referente & anélise do ABZSO com coluna Chiralpak® 1A-3

(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074

(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 1 mL/min, fase movel composta por

hexano : isopropanol (90 : 10, v/v), comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de

10 uL e concentragéo de 40pg/mL.

Posteriormente foi obtida uma condicdo bastante aceitavel para a analise dos

enantidmeros com fase maével reversa. (Tabela 5).

Tabela 5.Condicao aceitavel para a analise dos enantidmeros do sulféxido de albendazol.

Coluna
Fase movel

Temperatura

Volume de injecao
Fluxo da fase movel
Comprimento de onda
Modo de eluicéo

Chiralpak® IA-3 (100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de
guarda C12 Phenomenex® AJP-6074 (4 x 3,0 mm)

95% etanol

5% agua

40°C

10,0 uL

0,4mL/min

210 nm

Isocratico
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O cromatograma referente as condicdes descritas na Tabela 5 pode ser observado na

Figura 8.
1 | Figura 8.Cromatograma referente a analise
o dos enantiomeros do ABZSO com boa
resolucéo.

Minutos

Para assegurar que a condicdo obtida na Figura 8 fosse a melhor condicdo a ser
otimizada, foram estudadas diferentes variacbes nas condi¢fes cromatograficas, visando a
observagdo do comportamento dos enantidmeros frente a essas mesmas variacGes. Foram
testadas diferentes composicdes da fase moével no modo reverso. Os cromatogramas
apresentados na Figura 9 sdo referentes a alguns exemplos de composicdo de fase movel

avaliadas.

SEONEEEY IRONE

Figura 9.(a)Cromatograma referente & analise do ABZSO com coluna Chiralpak® IA-3
(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 0,4 mL/min, fase movel composta de
metanol : &gua (95 : 5, v/v), comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de 10 uL e
concentracdo de 40ug/mL. Sendo que 1 e 2 correspondem aos enantidmeros do ABZSO; (b)
Condicdo similar & condi¢do (a), contudo com composicdo da fase movel de
acetonitrila : agua (95 : 5, v/v).
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Analisando a Figura 9, infere-se que a fase movel composta por metanol/agua gerou
um melhor comportamento dos picos do que a fase mdvel composta por acetonitrila/adgua,
uma vez que na Figura 9(b) o pico do enantibmero 2 apresentou uma calda posterior

inadequada e o tempo de retencdo foi mais elevado.

Também foram avaliados o efeito da variacdo da temperatura, vazao e proporcéo da
fase mdvel na corrida cromatogréfica. Tais resultados podem ser observados na Figura 10,

Figura 11 e Figura 12, respectivamente.

Minutos

Figura 10.(a)Cromatograma referente & anélise do ABZSO com coluna Chiralpak® IA-3
(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 37°C, vazdo de 0,4 mL/min, fase moével composta de
etanol : agua (95 : 5, v/v), comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de 10 uL e
concentragdo de 40ug/mL. Sendo que 1 e 2 correspondem aos enantibmeros do ABZSO; (b)

Condicao similar a condicdo (a), contudo com temperatura de 34°C.

Analisando a Figura 10, percebe-se que com o aumento da temperatura houve uma
diminuicdo do tempo de retencdo dos enantibmeros. Com relacdo a Figura 11, pode-se dizer
que um aumento da vazdo também acarretou diminuicdo do tempo de retencdo, como era

esperado.
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(a) I | (b) 1

Figura 11.(a)Cromatograma referente & anélise do ABZSO com coluna Chiralpak® IA-3
(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 0,7 mL/min, fase movel composta de
etanol : agua (95 : 5, v/v), comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de 10 pL e
concentracdo de 40ug/mL. Sendo que 1 e 2 correspondem aos enantiomeros do ABZSO; (b)
Condicéo similar a condicdo (a), contudo com vazéo de 0,1 mL/min.

2 8 2 K
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Figura 12.(a)Cromatograma referente & anéalise do ABZSO com coluna Chiralpak® IA-3
(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 3,0 mm), temperatura de 40°C, vazdo de 0,4 mL/min, fase mdvel composta de 100%
etanol, comprimento de onda de 210 nm, volume de injecdo de 10 uL e concentragéo de
40ug/mL. Sendo que 1 e 2 correspondem aos enantiomeros do ABZSO; (b) Condicédo similar
a condicdo (a), contudo com composicdo da fase movel composta de etanol : &gua (85 : 15,
VIV).
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Na Figura 12, a fase mdvel composta por &gua e etanol gerou picos com melhor
formato e resolugdo do que a composta apenas por etanol. Tal fendmeno se deve ao fato de
que em separacfes com seletores quirais, 0 aumento da polaridade da fase movel (neste caso
pela adicdo de agua)facilita a formacdo dos complexos no momento da interacdo entre a fase

estacionaria e analito.

Ap0s as variagbes propostas, visualmente, vé-se que a condicdo aceitavel foi bem
mais adequada e passivel de ser escolhida como otimizada do que as demais corridas
cromatograficas realizadas, uma vez que houve a devida separacdo dos enantibmeros com
menores tempos de retencdo e melhores formatos dos picos. Para auxiliar na comprovacgéo da
escolha da metodologia de analise 6tima, foram avaliados também alguns parametros para as
variacGes propostas (Tabela 6). J& os valores obtidos para a condicdo aceitavel estdo na
Tabela 7.

Tabela 6.Numero de pratos tedricos, resolugdo e assimetria para cada um dos picos dos
cromatogramas das Figuras 9, 10, 11 e 12 respectivamente, obtidos a partir do software do
equipamento.

Pratos Tedricos Resolucéo . .
) n 16T2 R _ Ti+T, ASS|meBtcr|a

Figura Enantidbmero N =z =1z, +wy) A=t
Figura 9(a) 1 3682 0.00000 1.57453
2 3556 6.32475 1.11.38

Figura 9(b) 1 2930 0.00000 1.11021
2 1703 9.38375 3.24075

Figura 10(a) 1 4768 0.00000 1.79238
2 5431 5.34826 1.54829

Figura 10(b) 1 4534 0.00000 1.85840
2 4964 5.40409 1.58423

Figura 11(a) 1 3982 0.00000 1.80312
2 4370 4.70191 1.43899

Figura 11(b) 1 5476 0.00000 1.93275
2 7024 5.96491 1.59082

Figura 12(a) 1 2889 0.00000 2.70913
2 3762 5.01039 2.03241

Figura 12(b) 1 5432 0.00000 1.53902
2 5911 5.32518 1.38934

R: resolucdo, T: tempo de retencdo do pico (min); W: largura da banda cromatografica (min); N: nimero de
pratos tedricos; A: assimetria; B: tempo final do pico (min); C: tempo do meio do pico (min); A: tempo inicial
do pico (min).
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Tabela 7.Valores de numero de pratos tedricos, resolucdo, assimetria, area, tempo de
retencéo, fator de retencéo e fator de separacdo para os enantiomeros do ABZSO obtidos a
partir da condicdo aceitavel de anélise obtidos a partir do software do equipamento.

Fator de Fator de
Enantiémero Pr,a'gos Resolugéo Assimetria Tempo ~d ¢ retencdo (k) separagdo ()
Teoricos Retencéao m K,
k=— o=—
n k,
1 4535 - 1.81 5.17 1.30 -
2 5091 5.45 1.55 7.09 2.15 1.63

k: fator de retencdo; m: massa do analito retida na fase estacionaria; n: massa do analito na fase mével; o fator
de separacdo.

Analisando a Tabela 7, percebe-se que comparado aos resultados obtidos para todas
as condicBes da Tabela 6, 0 nimero de pratos tedricos para os enantibmeros 1 e 2 da
condicdo aceitavel foram valores bem acima do minimo esperado, que é de 2000 e
relativamente melhores do que os demais obtidos. A resolucdo e assimetria também
apresentaram valores excelentes, sendo que foram acima e abaixo de 2, respectivamente. As
areas foram adequadas e os tempos de retencdo bem distintos, comprovando a separacdo dos

picos e a escolha da condicdo aceitavel como condicdo 6tima de analise.

Para assegurar uma escolha adequada do comprimento de onda e a separacdo devida
dos enantidbmeros durante a analise, foram obtidos por fim o gréfico de contorno e do espectro
3D da condicdo otimizada, que podem ser observados na Figura 13 e Figura 14,
respectivamente. Pode-se inferir a partir da analise dessas figuras que os picos ficaram bem

definidos e o comprimento de onda escolhido foi satisfatorio para o objetivo pretendido.
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Figura 13.Gréafico de contorno para a condi¢do otimizada para a analise dos enantibmeros do
ABZSO.
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Figura 14.Espectro 3D na condi¢do otimizada para a analise dos enantibmeros do ABZSO.

A otimizacdo das condicOes de andlise dos enantibmeros do ABZSO foi realizada
com o padrdo do farmaco diluido em metanol. J& o preparo de amostras emprega solugdes de
urina enriquecidas. Logo que foram realizados os primeiros testes do preparo de amostras,
notou-se que na condigdo otimizada escolhida anteriormente, os interferentes presentes na
urina influenciavam na determinacdo e quantificagdo dos enantibmeros, coeluindo com o0s

mesmos. Assim, houve a necessidade de uma nova otimizacdo, visando a retirada dos
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interferentes oriundos da matriz bioldgica (urina) nos tempos de retencdo dos enantibmeros
do ABZSO.

Na Figura 15 pode ser observado o cromatograma da melhor condicdo obtida. A
Figura 15(a), que corresponde a corrida cromatografica da amostra hidrolisada e extraida sem
a adigdo de farmaco, hd um pico com sinal consideravel e outros menores, que sdo apenas
interferentes oriundos da matriz. J& na Figura 15(b), que corresponde a corrida
cromatografica da amostra hidrolisada, enriquecida e extraida, ha inicialmente os interferentes
oriundos da matriz e finalmente, representados porl e 2, os enantibmeros do ABZSO.
Analisando a figura como um todo, conclui-se que a nova condi¢do otimizada possibilitou a

separacdo dos interferentes da urina e os enantidbmeros.
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Figura 15.Cromatograma referente & andlise do ABZSO com coluna Chiralpak® 1A-3
(100 x 4,6 mm, 3um) protegida com coluna de guarda C12 Phenomenex® AJP-6074
(4 x 30 mm) acoplada a wuma coluna Agilent® Eclipse Plus Cig
(100 x4,6 mm, 3,5 um), temperatura de 40°C, vazdo de 0,9 mL/min, fase mével composta de
etanol : 4gua (50 : 50, v/v), comprimento de onda de 230 nm, volume de injecdo de 25 uL e
concentra¢do de 40ug/mL. Sendo que 1 e 2 correspondem aos enantibmeros do ABZSO.
(a)Andlise da amostra extraida isenta do analito; (b) Analise da amostra extraida enriquecida
com o analito.
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4.2. Caracterizacédo do material sintetizado
4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Os resultados dos espectros FTIR para o MIP (Figura 16) indicaram que o material
apresentou picos significativos por volta de 3600 cm™, banda correspondente ao estiramento
O-H, o qual aparece normalmente em 3600-3700 cm™. Em torno de 2940 cm™ identificam-se
bandas caracteristicas das vibragdes de distensdo das ligacbes C-H alifaticas e por volta de
1410 cm™ revelam-se bandas relativas as deformagées CH,. Em 1710-1754 cm™ aparece uma
banda atribuida ao alongamento O-C=0 e em 1250 cm™ é referente ao alongamento C-O-C
tipica de ésteres. J& na Figura 17, que representa o Espectro FTIR para o NIP sintetizado,

pode-se observar que ndo houve diferencas significativas em detrimento ao Espectro da
Figura 16.

e T | s
75+ »
£ 604 L=
= 454 -
£ g
= =
304 E
15+ i i
0 T T T T T T T T T T T T T T 75 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™) Nimero de onda (ecm™)
Figura  16.  Espectroscopia  no Figura 17. Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Infravermelho por Transformada de
Fourier para o MIP sintetizado. Fourier para o NIP sintetizado.

4.2.2.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 18 representa as imagens por MEV em diferentes aumentos do MIP. Estas
imagens foram analisadas em relacdo a aparente porosidade do material sintetizado. Pode-se
observar que o MIP sintetizado apresentou estruturas aparentemente porosas, 0 que implica

em um possivel bom desempenho no emprego em preparo de amostras.




41

Figura 18.Representacdo das
imagens por MEV do MIP
sintetizado, nos aumentos de:
(@) 500 x, (b) 2000 x e (c) 4000

Ja a Figura 19 representa as imagens por MEV em diferentes aumentos do NIP.
Pode-se observar que, da mesma forma que o MIP, o NIP sintetizado apresentou estruturas
aparentemente extremamente porosas e que nao houve diferenca significante em relacdo as

imagens obtidas para ambos 0s materiais.

Figura 19.Representacdo das
imagens por MEV do NIP
sintetizado nos aumentos de:
(@ 500 x, (b) 2000 x e (c)
4000 x.
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4.2.3. Termogravimetria
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Figura 20. TGA e DrTGA do MIP. Figura 21. TGA e DrTGA do NIP.

As curvas termogravimétricas dos materiais estdo mostradas nas Figuras 20e 21. E
possivel verificar a presenca de trés efeitos térmicos diferentes, sendo que o primeiro
apresenta uma pequena perda de peso devido a evaporacdo da agua (aproximadamente
100°C). O segundo indica o inicio do processo de decomposicao do material mostrando uma
rapida perda de peso (por volta de 400°C). O terceiro apresenta uma pequena perda de peso
devido a uma possivel formacdo e evaporacdo de alguns compostos volateis (a partir de
450°C). Portanto, foi possivel observar que em torno 400°C os materiais sintetizados

comecaram a se decompor.

4.3. Desenvolvimento e otimizacdo do preparo de amostra
4.3.1. Efeito do solvente de lavagem

Inicialmente, as ponteiras com o material sintetizado foram condicionadas com
500 pL de &gua ultrapura, seguida da adicdo de 500 pL de amostra enriquecida de urina.
Posteriormente, foram adicionados 300 pL do solvente de lavagem, seguido de analise por
HPLC.Neste caso, foram avaliados &gua e hexano. Com base nos experimentos, ndo foi
detectada a presenca dos analitos em nenhum destes solventes. Assim, a dgua foi escolhida
como melhor solvente, pelo fato resultar em um perfil cromatografico com bastante
interferentes, ou seja, apresentou melhor retirada de interferentes da matriz e por ndo ser

toxica e danosa ao meio ambiente, além do beneficio econdmico (Figura 22).
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Figura 22.Cromatogramas referentes a avaliacdo
do solvente de lavagem.

(a) Emprego de agua como solvente de lavagem;
(b) Emprego de hexano como solvente de

lavagem.
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Efeito do solvente de eluicéo

Foram avaliados metanol, etanol e acetonitrila, todos com adicdo de 10% de acido

acético. Com base no grafico da Figura 23, observam-se melhores recuperagdes para o

etanol, seguido do metanol, e por fim, a acetonitrila. Assim, o etanol foi escolhido como

melhor solvente de eluicéo e selecionado para 0s proximos experimentos.

o @ = =] w
= = [=1 = =
| 1 | NI |

Recuperagéo (%
5
|

Enantiémero 1

RS Enantidmero 2

Figura 23.Estudo do efeito do solvente de
eluicdo da recuperacdo dos analitos em urina
humana.

(@) etanol: &cido acético (9:1, V),
(b) metanol : &cido acético (9:1, V/v),
(c) acetonitrila : acido acético (9 : 1, v/v).
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Nesta etapa foram avaliados 200, 300, 400 e 500 uL (Figura 26). Nota-se que

300 uL apresentou um méaximo de recuperacdo dos enantibmeros, tendo sido este volume

4.3.5. Efeito do volume de eluente
escolhido para os proximos experimentos.
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4.3.7. Efeito da adicdo de NaCl

A forca ibnica mede a concentracdo de ions dissolvidos em solugdo, além de alterar
as propriedades fisicas da amostra. A adicdo de sal reduz a solubilidade dos interferentes
presentes em uma amostra, 0 que é benéfico para a extracdo dos analitos de interesse. Mas, a
adicdo de NaCl pode reduzir a transferéncia de massa conduzindo assim a uma diminuicdo da
taxa de difusdo do ABZSO a superficie do MIP. Foram estudadas as adi¢des de 5, 10 e 20 %
de sal (Figura 28).

Enantiémero 1

90 [y Enantiémero 2

Figura 28.Estudo do efeito da adigdo de

£ NaCl na recuperacdo dos analitos em urina
o 50
£ 0! humana.
& (a) Sem adicdo de sal; (b) 5%; (c) 10%;
204
(d) 20%.

Nota-se uma diminui¢do gradativa das recuperacGes a medida que se aumentou a

porcentagem de sal adicionada. Portanto, o NaCl ndo foi adicionado a amostra.

4.3.8. Avaliacdo de outros materiais

Finalmente, para fins comparativos foram avaliados outros materiais adsorventes:
NIP e Ci5. Com base na Figura 29, observa-se que o Cig ndo foi eficiente na extracdo dos
farmacos e o NIP, como ndo possui cavidades seletivas, extraiu 0s enantidmeros, mas em

guantidades menores se comparado ao MIP.
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V77 Enantiomero 1] Figura 29.Estudo da recuperacdo dos
Enantiémero 2

analitos em urina empregando outros
materiais. (a) MIP; (b) C1s; () NIP.
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4.4. Estudos de adsorcéo
4.4.1. Avaliagdo do pH para melhor adsorgéo

Apbs a variacdo do pH das solucBes aquosas enriquecidas com ABZSO, construiu-se
graficos pH x recuperacdo para MIP e NIP, que podem ser observados na Figura 30.
Analisando os gréficos, pode-se inferir que o melhor pH de adsorg¢éo tanto para o MIP quanto
para o NIP foi o pH 9,0, o que condiz com os resultados obtidos na otimizacao do preparo de
amostras em urina enriquecida realizado anteriormente. Ha visivelmente um aumento da
adsorcdo com a elevacdo do pH, um ponto maximo e um declinio em pH 12,0. Tal fenbmeno
se deve ao fato de que, como explicado anteriormente, 0 ABZSO possui um pKa de 7,8.
Assim, em pHs préximos ao valor do seu pKa, o fA&rmaco encontra-se na forma molecular e

mais passivel de ser adsorvido e extraido.
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Figura 30.Avaliacédo do pH de adsorcédo para o (A) MIP e (B) NIP sintetizado.
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4.4.2. Cinética de Adsorgao

O estudo da cinética de adsorcdo é de grande importéncia, sendo que possibilita a
compreensdo do processo de adsorcdo. O estudo da cinética em processos de adsorcdo € de
grande importancia, sendo que possibilita a compreensao do processo de adsor¢cdo. Na Figura
31 podem ser observados os graficos obtidos da cinética de adsorcéo para o Enantidbmero 1 e
2 do ABZSO para o MIP e NIP sintetizados. Analisando os gréficos, infere-se que 0s
enantibmeros (MIP e NIP) possuem um comportamento semelhante. Com relacdo a cinética
(Figura 31(a)), inicialmente h4 um aumento na adsor¢do em ambos 0s casos, comprovando a
baixa resisténcia a transferéncia de massa. Posteriormente h4 uma estabilizacdo dos sistemas,
inferindo que os materiais atingiram um méaximo de adsorcdo no equilibrio, em

aproximadamente em 15 min. para 0 MIP e 20 min. para o NIP.

As isotermas de pseudo-segunda ordem (Figura 31(d) e Figura 31(e)), tanto para o
Enantidbmero 1 quanto para o Enantidmero 2 geraram uma melhor linearidade do que as de
primeira ordem (Figura 31(b) e Figura 31(c)). Este modelo de segunda ordem descreve bem
processos de adsorcdo quimica, envolvendo doacdo ou troca de elétrons entre o adsorvato e o
adsorvente, como forcas covalentes e de troca idnica. O modelo de pseudo-segunda ordem
também supBe que duas reacbes estejam ocorrendo, em série ou em paralelo, sendo uma mais
rapida, fazendo com que o equilibrio seja alcangado rapidamente, e outra mais lenta, que pode
continuar por um longo periodo de tempo (HO, 2004).

Em Elovich (Figura 31(f) e Figura 31(g)) pode-se observar a existéncia de duas retas,
0 que infere que este ndo é o mecanismo dominante no processo de adsor¢do. A equacdo de
Elovich foi proposta em 1934, por Roginsky e Zeldovich e tem sido bastante aplicada a
processos de biossorcao, assim como processos de adsor¢do quimica de gases em materiais
solidos. Também tem sido utilizada nos Gltimos anos para descrever a adsorcdo de poluentes
de solugbes aquosas (HO, 2004). A equacdo de Elovich considera que a etapa limitante do

processo é a difuséo das moléculas e revela comportamentos de quimissorgédo (HO, 2004).

Como o modelo de pseudo-segunda ordem ndo é capaz de identificar 0 mecanismo
de difusdo, o modelo de difusédo intra-particula também foi utilizado. Quando a difuséo intra-
particula € o mecanismo dominante no processo de adsor¢do, o grafico de quantidade
adsorvida g. versus t? deve resultar em uma reta. Para a Figura 31(h)e Figura 31(i),
observa-se que o grafico ndo e linear durante todo o processo, sugerindo que 0 mecanismo de

difusdo intra-particula ndo é dominante durante todo o processo. Desta forma, os dados sdo
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mais bem representados por duas fases lineares, sendo que a fase inicial representa o efeito de

camada limite, com transferéncia de massa externa, em que o ABZSO é rapidamente

adsorvido pelo MIP (HO, 2004).
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Figura 31.Graficos relativos ao estudo da cinética de adsorcdo do enantibmero 1 e 2 do
ABZSO para o0 MIP e NIP sintetizados. (a) Cinética de adsorcdo MIP e NIP; (b) pseudo-
primeira ordem MIP; (c) pseudo-primeira ordem NIP; (d) pseudo-segunda ordem MIP; (e)
pseudo-segunda ordem NIP; (f) Elovich MIP; (g) Elovich NIP; (h) Difusdo intra-particula

MIP; (i) Difuséo intra-particula NIP.

Na Tabela 8 podem ser observados os dados relativos a cinética de adsorgéo dos

enantibmeros do ABZSO para o MIP e NIP sintetizados.




50

Tabela 8.Dados relativos a cinética de adsor¢do dos enantibmeros do ABZSO para o MIP e
NIP sintetizados.

Pseudo-segunda ordem

o Pseudo-primeira ordem 1 1 t
g E In(qe — ) = In(qe) — ky. ¢ —= +—
& S ° ° 9@ (.9, Qe
g % I-<1-l Qe 1 qeequ R2 l‘_<2_1 Qe 1 Ch-:*(-:*xp_1 RZ
5 (min”) (mgg”) (mgg”) (min™) (mgg”)  (mgg~)
MIP 1 0,029 0,050 0,626 0,781 2,242 0,650 0,626 0,999
2 0,032 0,050 0,627 0,517 1,990 0,647 0,627 0,999
NIP 1 0,026 0,040 0,563 0,880 2,320 0,558 0,563 0,999
2 0,043 0,050 0,549 0,635 2,800 0,568 0,561 0,999
_ S 1 Elovich 1 Difusdo intra-particula
8 = q; = Eln(a. B) + E.lnt q. = kq.tV2 + C
L =t
g = B(min“mgg?)  a(gmg?) R?  Kgmgg'min’) C(mgg!) R
= 0
1 0,493 0,048 0,916 0,011 0,544 0,979
MIP 0,600 0,009 0,561 0,000 0,621 0,757
2 0,410 0,082 0,974 0,018 0,499 0,999
0,571 0,015 0,517 0,000 0,619 0,441
1 0,492 0,020 0,957 0,004 0,516 0,994
NIP 0,504 0,015 0,979 0,000 0,552 0,997
2 0,406 0,054 0,748 0,011 0,472 0,609
0,522 0,009 0,797 0,000 0,545 0,688

Ky: constante de pseudo-primeira ordem para o processo de adsor¢do; K,: constante de pseudo-segunda ordem:;
B: estd relacionada com a extensdo da cobertura da superficie e energia de ativacdo para quimissorcdo; a:
constante de sorcdo inicial; Ky: coeficiente de difusdo interna; C: constante relacionada com aespessura da
camada limite.

Complementar aos graficos da Figura 31, ao analisar os dados da Tabela 8,
comprova-se que o modelo de pseudo-segunda ordem apresentou melhor ajuste tanto para o
NIP quanto para o MIP sintetizados, com valores de R* de 0,999 e valores de Qeexp bem

préximos do g calculado.

4.4.3. Isotermas de adsorgao

Os dados experimentais de isoterma de adsor¢cdo foram ajustados aos modelos de
varias isotermas. Os gréficos provenientes da juncdo de cada isoterma para os enantiémeros 1

e 2 do ABZSO tanto para o NIP quanto para o MIP podem ser observados na Figura 32.
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Figura 32.Representacdo da juncdo de todas as isotermas de adsor¢do construidas para 0s
enantidbmeros do ABZSO tanto para o NIP quanto para o MIP sintetizados. (a) Enantiébmero 1
do ABZSO para o0 MIP; (b) Enantidmero 2 do ABZSO para o MIP; (c) Enantidomero 1 do
ABZSO para o NIP; (d) Enantidmero 2 do ABZSO para o NIP.

Ja os valores dos parametros relevantes para as isotermas de cada enantibmero do
ABZSO tanto para o MIP quanto para o NIP podem ser observados na Tabela 9. Analisando
os dados da tabela e os graficos da Figura 32, infere-se que os enantidmeros do ABZSO
apresentaram um melhor comportamento quando em contato com o MIP sintetizado (Figura
32(a) e Figura 32(b)), uma vez que as isotermas construidas para o MIP apresentaram
melhores valores de R?. Assim fica mais uma vez comprovada uma melhor capacidade de

adsorcéo do MIP para o ABZSO frente ao NIP sintetizado.
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Tabela 9.Dados relativos as isotermas de adsor¢do dos enantidmeros do ABZSO para o MIP
e NIP sintetizados.

Modelo Equacsio Par Enant.1 Enant.2 Enant.1 Enant 2

MIP MIP NIP NIP
Q-K,-Coq K, 0,0064  0,0063  0,0166 0,0255

Langmuir e = T+K, Cp) Q  141,9190 148,4400 36,9000 33,7400
R2 0,9800  0,9800  0,9500 0,8400

) Kr 26700  2,9200  2,6920 3,5410

Freundlich Qe = Kp. Coqn N 1,5600  1,5800  2,6980 2,6810
R? 0,9800  0,9800  0,8600 0,8300

Ks 0,0077 _ 0,0078  0,0070 0,0432

Sips 0= Q.Ks.Coy" Q  187,4400 206,0600 33,1970 42,2730

¢ T 1+ K. Cop" N 0,8620  0,8410  1,2870 0,7100

R? 0,9800  0,9800  0,9500 0,8200

. . K, 0,2100  0,2100  1,1920 0,3020
Single Site g = % Q. 43150 44840  3,1950  2,8460
Eroundlich 1 Ceg N 0,0303  0,0302  0,0866 0,0840
R2 0,0800  0,9800  0,9400 0,8100

K, 0,0035  0,0031  0,0313 5,2420

Q1. (K1 Co)™) Q. 937700 103,1300 26,5650 93,2300

Dual Site 4 = e iy n, 0,8615  0,8410  2,0170 0,3460
Langmuir- e . (K, Cyy K 0,0036  0,0031  0,0040 0,0231
Freundlich Atz 2req 7 Q,  103,1300  103,1300 7,6058 9,7420
1+ (K. Ceq)™2 n, 0,8614  0,8412 47,3240 7,1480

R? 0,9700  0,9500  0,9500 0,5800

K.: Constante Langmuir (L g%), Kg: Constante Freundlich (mg g ) (L g*) — parametros de afinidade do adsorvente-
adsorvato; Q, ,: constante para a capacidade méxima de adsorgdo (mg g™); n, ,: constante relacionada com a intensidade ou
grau de adsorcéo.
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5. CONCLUSAO

MIP e NIP foram sintetizados e caracterizados para a analise de ABZSO em urina
humana empregando PT-MIPs-u-SPE e HPLC/DAD, além da realizacdo de estudos de
adsorcdo em solucdo aquosa enriquecida. Na sintese, obtiveram-se polimeros de aparéncia
uniforme, com bandas caracteristicas das substancias utilizadas nas sinteses (FTIR), altas
temperaturas de decomposicdo (TGA), acima de 400 °C, e aparente porosidade (MEV). A
otimizacdo da andlise cromatografica dos enantidmeros mostrou-se eficiente e reprodutivel,
com obtencdo de formato, separacao e resolucdo adequada dos picos tanto em metanol quanto
em amostra enriquecida de urina e solucdo aquosa, a partir do emprego de uma coluna Cyg
acoplada & coluna Chiralpak® IA-3 protegida com coluna de guarda Ci,Phenomenex®. A
otimizacdo do preparo de amostras em urina forneceu recuperacdes aceitaveis e suficientes,
por volta 80 % tanto para o MIP quanto para o NIP, sem o emprego de NaCl e com
quantidades reduzidas de solvente organico. Nao obstante, foi possivel também a verificacdo
da melhor capacidade de adsorcdo do MIP se comparado ao NIP e Cyg. Na otimizacéo do pH
do meio para o estudo de adsorcéo, obteve-se resultado semelhante ao do preparo de amostras
em urina e 0 tempo de contato necessario entre meio aquoso e material adsorvente para
adsorcdo méaxima, foi menor para o0 MIP do que para o NIP. Os estudos de adsorcdo
comprovaram a eficiente capacidade de adsor¢do dos materiais, com modelo cinético de
pseudo-segunda ordem de melhor ajuste em ambos 0s casos e as isotermas do MIP mais
adequadas do que as do NIP, comprovando mais uma vez uma melhor capacidade de adsorc¢ao
do MIP sobre NIP.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, pretende-se realizar a validacdo e aplicacdo da
metodologia de anélise enantiosseletiva de ABZSO em urina humana por HPLC/MS, bem
como a publicacdo de trés estudos distintos envolvendo o trabalho realizado: sendo um
primeiro abordando o preparo de amostras em urina humana, analise enantiosseletiva por
HPLC/MS, validacdo e aplicacdo da metodologia, um segundo compreendendo uma ampla
revisdo acerca dos estudos disponiveis envolvendo a aplicagdo da p-SPE agrupados por
materiais adsorventes empregados e um dltimo trabalho, destacando os estudos de isotermas e

de cinéticas de adsorcdo em amostras aquosas enriquecidas.
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