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“The only difference between an optimst
and a pessimist is a pessimist has more experience.”
Clare Booyhe Luce

(escritora e diplomata Norte-Americana, 1903-1987)
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Resumo

O Cloranfenicol (CAP) é um antibiético bacteriostatico com grande uso em dreas veterinarias,
tendo sido considerado altamente téxico para o ser humano, o que levou a sua proibigiio na Unido
Europeia em 1994, para uso em animais de consumo humano. Devido ao seu amplo espectro de
actividade e o seu baixo custo, o uso de CAP é ainda atractivo em certos paises. Os Polimeros de
Impressdo Molecular (MIP), baseados na teoria do reconhecimento molecular induzido, adaptados
como sorventes de Extrac¢do em Fase Sélida (SPE), surgem como vantajosos quando uma extracgao
selectiva tem que ser realizada e os sorventes comuns/comercias nio possuem tanta selectividade. A
técnica de Sol-Gel (SG) é extremamente versatil e tem uma vasta drea de aplicagdo em Quimica
Analitica. Os seus materiais finais, além de serem transparentes, inertes, rigidos e porosos, sio ideais
em dispositivos sensoriais, entre outras aplicagcdes especializadas. A sua sintese € simples e a
disponibilidade de uma vasta gama de mondémeros funcionais torna o seu uso, em Impressao
Molecular, mais atraente.

O objectivo deste trabalho consistia em desenvolver um sorvente de SPE altamente selectivo a
CAP, produzido de acordo com a teoria de Impressdo Molecular nio-covalente e utilizando a técnica
de SG. Pretendia-se, portanto, produzir um MISPE (Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction)
selectivo a CAP.

Neste trabalho, o0 monémero funcional utilizado foi o ureidopropiltrimetoxisilano (UPTMOS),
sendo o tetrametoxisilano (TMOS) o elemento principal de entrelacamento na formagdo da rede
tridimensional. Com o desenvolvimento do trabalho experimental resultaram 7 misturas reaccionais,
produzindo 15 xerogéis como sorventes de SPE. Os xerogéis produzidos foram obtidos através da
extracgdo da molécula molde por Soxhlet, outros por calcinagdo, havendo ainda outros xerogéis que
sofreram o tratamento de silanizagdo. Além das diferencas referidas, os xerogéis produzidos diferem
entre si pela constitui¢io da solugdo reaccional, nomeadamente a propor¢do molar dgua:alcoxidos de
silicio, co-solvente, catalisador e adi¢do de polietilenoglicol (PEG). Posteriormente, a efici€ncia dos
xerogéis foi avaliada, utilizando o procedimento comum usado em SPE e a quantificagdo de CAP
retido nos MIX/NIX (Molecularly Imprinted Xerogel/Non Imprinted Xerogel) produzidos foi obtida
por HPLC (High Efficiency Liquid Chromatography) com detecgio espectrofotométrica.

Ao longo do trabalho experimental surgiram dois problemas. O primeiro foi a formagio de
cristais de Tianfenicol nas superficies dos primeiros xerogéis fabricados, o que levou a que pouca ou
nenhuma impressdo tenha existido nestes xerogéis. Ultrapassado este problema, surgiram as
interac¢des ndo especificas que dominaram a capacidade de retengdo dos xerogéis produzidos
posteriormente.

Assim, a capacidade de retengdo dos cartuchos de SPE com os MIXs e os seus respectivos

NIXs produzidos encontravam-se estatisticamente iguais ou muito préximos. Apenas surgiram alguns
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casos em que se notou alguma capacidade de impressdo, nomeadamente: MIX 4 (solugdo de SG em
que ndo foi adicionada dgua) com a solugdo carga de 100% H,O, MIX 6 (solugdo de SG com uma
proporgdo molar dgua:Si de 1:1) com a solugdo carga de 50% H,0:50% MeOH, MIX 5 (solu¢do de
SG em que o catalisado foi o NaOH) com a solugdo carga de 10% H,0:90% MeOH, que apresentaram
uma diferenca superior a 13% em relagdo ao seu NIX, na condi¢do em que a molécula molde foi
extraida por Soxhlet; com o tratamento de silanizagdo, MIX 7 (solug@o de SG igual a SG 6 mas com
PEG) que apresentou cerca de 22% de diferenca do seu NIX, com a solugio carga 100% H,0; na
calcinagdo, MIX 6 apresentou uma diferenca de cerca de 11%, com a solugdo carga 100% H,0, em
relagdo ao seu NIX.

No final e apesar do objectivo primordial nio ter sido alcangado, a producido de um MISPE de

CAP, conseguiu-se abrir novas perspectivas para o desenvolvimento deste trabalho.



Abstract

The CAP is a bacteriostatic antibiotic used in veterinarian areas, which was considered highly
toxic to humans, leading to its ban in the European Union in 1994, in the use of animals for human
consumption. On account of their broad spectrum of activity and its low cost, the use of CAP is still
attractive in some countries. The Molecularly Imprinted Polymers (MIP), based on the theory of
molecular recognition induced, adapted as Solid Phase Extraction (SPE) sorbents, emerge as
advantageous when a selective extraction has to be done and the common sorbents / commercials do
not have much selectivity. The technique of Sol-Gel (SG) is extremely versatile and has a wide area of
application in analytical chemistry. Their final materials, in addition to being transparent, inert, rigid
and porous, are ideal in sensory devices, and other specialized applications. Its synthesis is simple and
the availability of a wide range of functional monomers makes its use in Molecular Imprinting much
more attractive.

The purpose of this study is to develop xerogels by Molecular Imprinting non covalent highly
selective to Chloramphenicol (CAP), using the technique of Sol-Gel (SG), which xerogels are used as
sorbents for the technique of Solid Phase Extraction (SPE). This is producing a MISPE (Molecularly
Imprinted Solid-Phase Extraction) selective to CAP.

In this work, the functional monomer used is the ureidopropyltrimethoxysilane (UPTMOS),
and the tetramethylorthosilicate (TMOS) the main element in the formation of three-dimensional
network. With the development of experimental work resulted 7 SG solutions, producing 5 xerogels
as sorbents of SPE. The xerogels produced were obtained from the extraction of the template by
Soxhlet extraction, others by calcination, and there were others xerogels who suffered the treatment of
silanization. Apart from all these differences, the xerogels produced differ in the compounds of the SG
solution, including the molar proportion water:alkoxides of silicon, co-solvent, catalyst and the
addition of polyethylene glycol (PEG). The efficiency of these was assessed using the procedure
commonly used in SPE and quantification of CAP withholding in the MIX/NIX (Molecularly
Imprinted Xerogel/Non Imprinted Xerogel) was produced by HPLC (High Efficiency Liquid
Chromatography) with UV detection.

In the developing of this work the sequence of experiences we faced two problems. The first
was the formation of crystals of thiamphenicol on the surfaces of the first xerogel builted, with the
result that little or no impression has existed in these xerogels. Going beyond, came the non-specific
interactions that dominated the capacity of retaining of CAP in the xerogels produced.

Thus, the ability of retaining of CAP in the cartridges of SPE with MIXs and their respective
NIXs produced were statistically identical or very close. There were only a few cases in which it was
noted some ability of imprinting, including: the MIX 4 (solution of SG in which there was added no

water) with the load solution of 100% H,0, MIX 6 (solution of SG with a molar ratio water:Si of 1:1)
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with the load solution of 50% H,0:50% MeOH, MIX 5 (solution of SG in which the catalyst was the
NaOH) with the load solution of 10% H,0O: 90% MeOH, which showed a difference more than 13%
against its NIX under the condition where the template was extracted by Soxhlet extraction; with the
treatment of silanization, the MIX 7 (equal to the solution of SG 6 but with PEG 6000) showed about
22% difference of its NIX, with the load solution of 100% H,O; in the calcination, the MIX 6 showed
a difference of about 11%, with the load solution of 100% H,O, in relation to its NIX.

At the end and despite the primordial goal was not achieved, the producing of a MISPE of

CAP, we were able to open some new perspectives for the development of this work.
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ésum

Le CAP est un antibiotique bactériostatique utilisé en médecine vétérinaire, qui a ét€ considéré
comme hautement toxique pour les humains, conduisant a son interdiction a I’'Union Européenne en
1994, chez les animaux destinés 2 la consommation humaine. Néanmoins, étant donné son application
dans un large domaine et son faible cofit, le CAP est encore utilis€ dans nombreux pays. Les
polyméres moléculairement imprimés (MIP), basés sur la théorie de la reconnaissance moléculaire
induite, adaptés comme adsorbants en SPE, sont avantageux lorsque les adsorbants communs
(commerciales) ne sont pas assez sélectifs. La technique de SG est extrémement polyvalente et peut
étre utilisée dans de nombreuses applications en chimie analytique. Ses produits finaux, en plus d’étre
transparents, inertes, rigides et poreux sont idéaux dans des dispositifs sensoriels et dans d’autres
applications spécialisées. Sa synthése est simple et la disponibilité d’une large gamme de monomeres
fonctionnels fait que son utilisation en MIP est trés intéressante.

Le but de ce travail est de développer des xérogels par la technique d’emprunte moléculaire a
hautement sélective au Chloramphénicol (CAP) et ce, par I’utilisation de la polymérisation du Sol-Gel
(SG) dans laquelle les xérogels sont utilisés comme adsorbant pour la technique d’Extraction en Phase
Solide (SPE).

Le monomere fonctionnel utilisé dans ce travail est leureidopropyltrimethoxysilane
(UPTMOS), et le tétramethylorthosilicate (TMOS) qui est I’élément principal dans la formation du
réseau tridimensionnel. Le travail expérimental a donné 7 solutions SG, et la production de 15
xérogels comme adsorbant en SPE. L’efficacité de ceux-ci a été évaluée par la procédure
généralement utilisée en SPE et la quantification du CAP contenu dans le MIX/NIX (xérogel
imprimée moléculairement / xérogel non imprimé moléculairement) a éié réalisée par HPLC
(Chromatographie liquide & haute performance). Les xérogels produits ont été obtenus par I’extraction
de la cible par extraction Soxhlet, d’autres par calcination, et d’autres ont subi un traitement de
silanisation. Hormis ces différences, les xérogels produits différent dans les composés utilisés dans la
solution SG, impliquant la proportion molaire eau/alcoolates de silicone, co-solvant, catalyseur et
I’addition de polyéthylene glycol (PEG).

Dans le développement de ce travail, nous avons été confrontés a deux problemes. Le premier
était la formation de cristaux de thiamphénicol sur les surfaces des premiers xérogels réalisés
aboutissant 4 ce que peu ou aucune impression n’ait existé dans ces xérogels. De plus nous avons été
confrontés aux interactions non-spécifiques qui ont dominés la capacité de rétention du CAP dans les
xérogels produits.

Alors, la capacité de rétention du CAP dans les cartouches de SPE avec MIXs et leur
respectifs NIXs produits sont identiques ou trés proches. Dans quelques cas, de bonnes capacités de

rétention ont été remarquées et ce, dans les xérogels suivants: le MIX 4 (solution de sol-gel sans eau



ajoutée) avec une solution de charge de 100% H,O, MIX 6 (solution de SG avec une proportion

molaire en eau/Si de 1:1) avec une solution de charge de 50% H,0:50% MeOH, MIX 5 (solution de

SG avec NaOH comme catalyseur) avec une solution de charge de 10% H,O: 90% MeOH, celui-ci a
montré une différence de plus de 13% par rapport a son NIX formé dans les mémes conditions ou la
cible a été extraite par extraction Soxhlet; avec le traitement de silanisation, le MIX 7 (est égal a la
solution SG 6 mais avec PEG 6000) a montré différence de 22% par rapport a son NIX, avec une
solution de charge de 100% H,0; dans la calcination, le MIX 6 a montré une différence de plus ou
moins 11%, avec une solution de charge de 100% H,O, par rapport a son NIX respectif.

A la fin de cette étude et malgré que le but premier n’ait pas été atteint, nous sommes capables

d’ouvrir de nouvelles perspectives pour le développement de ce travail.
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Preparagdo de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extraccdo em Fase Solida através da técnica de Impressdo Molecular

1.1 Como surgiu a Impressao Molecular

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais selectivos e sensiveis é de grande
relevincia em diferentes dreas do conhecimento, contemplando, por ex., os sectores alimentar,
biotecnolégico, ambiental, farmacéutico, entre outros. As ciéncias analiticas desempenham um papel
fundamental no estabelecimento de protocolos analiticos que compreendem desde a preparagdo da
amostra até a identificacdo e quantificacdo das espécies de interesse. Normalmente a etapa de
preparacio da amostra considera etapas de extraccdo e/ou pré-concentragdo. Contudo, devido a
complexidade de algumas matrizes e aos baixos niveis dos analitos, em alguns casos a preparagdo da
amostra pode ndo eliminar a presenca das espécies interferentes, levando a um desempenho menos
eficiente da técnica de separagdo. Notam-se situacOes desta natureza quando se pretende analisar
amostras cujos analitos possuem estruturas moleculares muito similares. Estas consideragdes apontam
que a aplicacdo de materiais selectivos, tanto na etapa de preparagdo de amostra como na de
separacdo, é sobretudo relevante em matrizes complexas e quando as espécies de interesse estdo
presentes em baixas concentragdes.’

Muitas estratégias analiticas que permitem obter materiais selectivos baseiam-se no
reconhecimento biomolecular de muitos processos bioldgicos, como o de replicagdo de ADN (4cido
desoxirribonucleico), interaccdo antigeno-anticorpo, enzima-substrato e muitos outros sistemas.
Nestes sistemas, as biomacromoléculas possuem locais receptores capazes de se ligar selectivamente a
uma molécula, na presenca de outras com estruturas moleculares andlogas. Entre os sistemas citados, o
principio de interac¢do antigeno-anticorpo tem sido o mais aplicado em associagdo com técnicas de
Extraccdo em Fase Solida (SPE) e de separacdo para diferentes espécies quimicas, tais como
herbicidas e hidrocarbonetos poliaromaticos.’

Baseado no principio da produgéo de anticorpos pelo sistema imunoldgico de vertebrados em
resposta a presenga de moléculas estranhas no organismo (antigeno), estes métodos selectivos,
conhecidos como ensaios de imunoafinidade, promovem a extrac¢do baseada no reconhecimento
molecular. Na pritica, os anticorpos ligam-se covalentemente a um sorvente apropriado, o
imunossorvente, que € posteriormente disposto em cartuchos de SPE ou em colunas cromatograficas.
Face as caracteristicas de bioafinidade apresentada pelo anticorpo frente ao antigeno (espécie de
interesse), 0 imunossorvente permite isolar a espécie de interesse sem efectuar qualquer interacgdo
com moléculas co-existentes eliminando, desta forma, a ocorréncia de co-eluicdo geralmente
verificada durante as etapas de eluicdio quando se emprega sorventes pouco selectivos. A elevada
selectividade obtida na separacdio constitui uma alternativa as etapas de purificacio efou pré-

concentragdo de amostras complexas. Apesar das caracteristicas marcantes dos imunossorventes como
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materiais selectivos, devem-se ressaltar algumas desvantagens dos anticorpos incluindo o elevado
custo, necessidade de purificacdo, dificuldade de obtencdo e instabilidade quando utilizado em
condig8es diferentes das do seu ambiente natural. Além disso, apds a obtengdo dos anticorpos, estes
devem ser imobilizados num suporte sélido a fim de os orientar adequadamente e preservar as suas
caracteristicas selectivas. Devido a estas limitagdes, vdrias estratégias tém sido propostas no sentido de
substituir os materiais biolégicos por materiais sintéticos que possuam o mesmo grau de
reconhecimento molecular ou, por outras palavras, o mesmo grau de selectividade. Neste caso, a
selectividade € obtida se o receptor sintético possuir uma cavidade com tamanho e formato adequados,
bem como locais capazes de estabelecer uma interacgdo favordvel com a espécie de interesse.
Moléculas como a ciclodextrina e o éter coroa tém sido frequentemente empregues como receptores
moleculares sintéticos.'

Outra abordagem sintética que permite formar locais receptores que simulam a interac¢do
antigeno-anticorpo (figura 1.1) baseia-se na preparagido de Polimeros de Impressio Molecular. O
conceito de Impressdo Molecular surgiu a partir da teoria de Pauling sobre a formagdo de anticorpos,
onde um antigeno era usado como uma molécula molde para moldar a cadeia polipeptidica de
anticorpos, resultando numa configuracdo complementar do antigeno na respectiva cadeia de
anticorpos. A partir desta concepg¢do, surgiu a ideia de produzir uma estrutura rigida tridimensional
(um polimero) ao redor de uma molécula molde que pudesse actuar de forma similar ao anticorpo, ou
seja, que pudesse efectuar selectivamente o reconhecimento molecular. Estes polimeros sdo

actualmente conhecidos como MIP (Molecularly Imprinted Polymers)."

Figura 1.1 - Interacgdo antigeno-anticorpo

Além do cardcter selectivo, os MIPs demonstram vantagens em relagdo aos imunossorventes
no que toca a estabilidade quimica, capacidade de adsor¢do e reprodutibilidade na preparagdo do
polimero. O primeiro trabalho com MIPs em Quimica Analitica foi em 1972, onde Wulff e Sarhan’
descreveram a sintese do polimero com locais selectivos para separagdo enantiomérica de racematos
de agucares. Desde entdo, os referidos materiais tém sido largamente utilizados na preparagio de
amostras em técnicas como Extracgdo em Fase Sélida e Microextracgdo em Fase Sélida, em técnicas
de separagdo, tais como Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC), Electroforese Capilar,

e Electrocromatografia Capilar. Também, existe um amplo campo de pesquisa de MIPs em associagdo
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com técnicas electroanaliticas focando o desenvolvimento de sensores selectivos, bem como em
Espectrofluorimetria.

Segundo Piletsky e colaboradores’, existiam em 2001, 18 grupos de pesquisa concentrados na
Europa, 15 nos Estados Unidos e Canad4 e 26 no continente Asidtico. Neste mesmo trabalho, um dado
interessante revela que as ciéncias na drea de separagdo contemplam 36% das aplicagdes dos MIP,
34% corresponde a ciéncia de materiais, 19% ¢ atribuido ao desenvolvimento de sensores, 6%
concentram os trabalhos na édrea de catdlise ¢ 5% ao uso dos MIP com fungdes especiais,

nomeadamente materiais para a libertacio controlada de drogas.

1.2 A Impressao Molecular

O desenvolvimento e a aplicagio de Polimeros de Impressdo Molecular (MIPs) tem
amadurecido nas duas tltimas décadas, e hoje em dia é considerada uma técnica versitil e virada
directamente para a geragdo de receptores sintéticos de pequenos constituintes organicos, sendo cada

vez mais adoptada para macromoléculas biolégicas.’

Sdo necessarios para a formagdo do Polimero de Impressio Molecular: os mondmeros

funcionais (MF), a molécula molde a ser impressa, o solvente e o agente de entrelacamento.’
O processo de impressdo molecular € constituido por trés passos (Figura 1.2):

1. Formacgio de um complexo covalente ou ndo-covalente entre o MF e a molécula molde;
2. Polimerizacdo do complexo MF-molécula molde;

3. Remogio da molécula molde do polimero.’

Formagio do
complexa
IF-analito

Locats de ligagio do mondmeto

Sgente de

enn'elan; atnento

Analito fmolécula molde)

Extrac

can do analito

Falitnero com cawvy
selectiva

dade

Figura 1.2 - Mecanismo do processo de Impressdo Molecular®
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No passo 1, o MF e a molécula molde (ou anédloga) estdo ligados covalentemente (Impressido
covalente) ou interactuam por intermédio de interac¢des ndo-covalentes (Impressdo ndo-covalente).
No passo 2, as estruturas dos complexos MF-molécula molde ficam retidos na rede polimérica
tridimensional formada pelo agente de entrelagamento. No passo 3, as moléculas molde sdo removidas
do polimero, deixando cavidades que possuem os grupos funcionais dos monémeros em locais
especificos criando um “efeito de memoria”/reconhecimento da molécula molde. Estas cavidades sdo
similares em tamanho, estrutura, e outras propriedades fisico-quimicas & molécula molde, e permitem

que esta (ou outra analoga) se ligue com eficiéncia e selectividade.’

1.2.1 Tipos de Impressao Molecular

Para a Impressio Molecular foram estabelecidas essencialmente duas estratégias,
exemplificadas na figura 1.3, baseadas na molécula molde que se associa aos monémeros funcionais
usando ligagdes covalentes ou interac¢des ndo-covalentes. A abordagem semi-covalente ¢ um hibrido

das duas estratégias anteriores.’

o Impressido covalente

A abordagem covalente foi introduzida por Wult e Sarhan’. A Impressdo covalente refere-se
as estratégias de Impressio Molecular onde a molécula molde € um ou mais mondmeros funcionais se
ligam por ligacdes covalentes para formar um complexo MF-molécula molde por um passo quimico
independente da formagio do polfmero. A remogdo da molécula molde e o passo subsequente de re-
ligagdo envolvem reaccgoes quimicas.® Existem vérios artigos de revisdo nos quais a abordagem

covalente se encontra explanada em detalhe (referéncias 8 a 13).

o Impressao nido-covalente

A abordagem ndo-covalente foi introduzida por Arshady and Mosbach'®, e baseia-se na
formagdo de interacgdes ndo-covalentes relativamente fracas entre os mondémeros seleccionados e a
molécula molde antes da polimerizagio. A Impressdo ndo-covalente usa as tipicas forgas inter-
moleculares, tais como ligagdes de hidrogénio, interac¢des idnicas, interacgdes dipolo-dipolo, ligagdes
electrostdticas, interac¢des 8-0 e forgas de van der Waals para formar o complexo da molécula molde
e monémeros funcionais em solugdo. Esta abordagem é bastante usada por causa do processo simples
de remocgio da molécula molde e de resultar num grande mimero de locais com elevada selectividade.
O uso destes materiais pode ser atribuido a sua simples sintese e a grande gama de mondémeros

funcionais disponiveis.’
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o Impressio semi-covalente

7

A abordagem semi-covalente é um hibrido dos métodos ndo-covalentes e covalentes. As
ligagdes covalentes sdo estabelecidas entre a molécula molde e o mondmero funcional antes da
polimerizacdo. Apés a remogdo da molécula molde da matriz do polimero, a subsequente re-ligacdo do
analito ao MIP ocorre por interacgdes ndo-covalentes, seguindo a teoria da Impressdo nio-covalente.”

As referéncias 9 e 15 a 18 discutem vdrios exemplos da Impressdo Molecular semi-covalente.
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Figura 1.3 - Representacdo esquemdtica das duas estratégias mais comuns na preparagio de MIPs: (A)
Impressdo ndo-covalente; (B) Impressio covalente"’

1.2.1.1 Vantagens ¢ Desvantagens dos principais tipos de Impressiao Molecular:
. ~ R 5-20
Impressao covalente vs Impressao nao-covalente
Na tabela 1.1 resumem-se as vantagens e desvantagens da Impressdo covalente e ndo-
covalente. N3o se deve esquecer que a escolha do método de impressdo deve ter ¢cm conta as

caracteristicas finais do polimero produzido, o tipo de molécula alvo € molde usadas, custos e tempo

de preparacio.




Preparacio de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extracgdo em Fase Sélida através da técnica de Impressdo Molecular

Tabela 1.1 — Resumo das vantagens e desvantagens dos principais tipos de Impressao Molecular
Impressdo ndo-covalente

= E necessdria a sintese de um complexo | ® Nao € necessdria a sintese de um
MF-molécula alvo, o qual € estidvel ¢ | complexo MF-molécula alvo;
estequiométrico, assim a Impressdo | ® A formagdo das cavidades de
Molecular e as cavidades produzidas | ligagdo e de saida do analito é mais
sdo bem definidas; rapida;

» Existe uma gama de condi¢des de | ®* A remogdo do analito € fAcil,
polimerizacio que pode ser aplicada | devido as ligacGes ndo-covalentes,
desde que as ligacdes formadas sejam | a passagem de um solvente em que

covalentes e estaveis. o analito seja solivel € suficiente.

" A formacdo do complexo MF-| =0 processo de impressdo ndo é tdo
molécula alvo é complicada € menos | definidlo como na Impressdo
econdmica; covalente, pelo que o complexo

*O ndmero de ligagdes covalentes formado néo € tio estdvel e rigido;
disponiveis existentes € limitado; * As condigdes de polimerizagio

= Uma vez que a formacio do complexo | devem ser bem escolhidas de modo
e a saida da molécula alvo envolvema | a maximizar a formagdo da
formacdo e ruptara de ligagdes | cavidade ndo-covalente na mistura;
covalentes, o processo € lento; = O(s) MF(s) existe(m) em excesso

= Aquando da ruptura das ligacOes pelo que da origem a cavidade de
covalentes na saida da molécula o ligagdo ndo especificas, diminuindo
efeito de impressao € diminuido. a selectividade da ligagio e a

eficiéncia do MIP.

1.2.2 Tipos de materiais para a producio de MIPs

A escolha da construgdo do bloco de polimerizagfo funcional é um passo importante na
preparagdo de materiais de Impressio Molecular. Em geral, estes componentes sio mondmeros
reactivos que slo capazes de formar uma rede polimérica estdvel ou géis que mantém a “memoria” da

2 4 19
molécula molde ou um andlogo.

o Materiais Orginicos

Os polimeros de vinil e acrilico (figura 1.4) possuem uma grande variedade de monémeros
funcionais disponiveis. Estes mondmeros podem ser carregados positiva ou negativamente, fazer
ligagdes de hidrogénio, hidrofébicas, coordenacio metélica, etc.'” A sintese destes polimeros é
complexa, necessita de solventes porogénicos ndo-polares e condi¢des de produgdo em atmosfera
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inerte. Os solventes tém que ser orginicos para que todos os monémeros funcionais sejam soliveis, o

.. . - . . . .. 20,21
que limita o seu uso em aplicagOes ambientais e bioldgicas.
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Figura 1.4 — (A) Exemplos de MF orgéanicos que podem ser usados sés ou em combinagio na Impressdo ndo-
covalente; (B) Exemplo de agentes de ligagdo utilizados na Impressdo Molecular com MF orgéanicos; (C)
Exemplos de MF orgénicos que podem ser usados na Impressio Covalente"’

A técnica de Sol-Gel (SG) permite encapsular espécies activas no material. Xerogéis
derivados de SG sdo materiais atractivos porque as suas propriedades fisico-quimicas podem ser
manobradas pela escolha do(s) precursor(es) e pelo processo a seguir. As cavidades dos xerogéis
podem ser preparadas com: (i) uma gama de area superficial larga, diferentes dimensoes de poros e
distribuicio de tamanhos de poros, (i1) uma boa estabilidade térmica, (iii) folo-cstabilidade
excepcional, (iv) condutividades eléctricas ajustdveis, e (v) uma janela Optica razodvel que permite o

: A 19
uso de ferramentas modernas de espectroscopia para estudar substancias no xerogel.

o Materiais Inorgénicos
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Seguidamente encontra-se descrita a técnica de SG para melhor entendimento das observagdes

anteriores.

1.2.3 A técnica de Sol-Gel

O processo de Sol-Gel pode ser dividido em duas classes, dependendo da natureza do
precursor inorganico utilizado: a dos sais (cloretos, nitratos, sulfatos, etc.) e a dos alcéxidos metélicos.
A rota que envolve o uso de precursores do tipo alcéxido aparece como a mais versétil actualmente.’

A técnica de SG pode ser definida como um método de preparagdo de materiais cerdmicos e
vidros através de reac¢des de hidrélise e condensacdo de alcéxidos metdlicos (dtomo de metal com
ligandos orgénicos). Nos dias de hoje, os alcéxidos mais utilizados na sintese de novos materiais sao
os de silicio, aluminio, zirc6énio e titdnio, embora seja possivel a sintese de alcéxidos dos mais
diversos metais.

Um sol (suspensdo coloidal de particulas sélidas num liquido) é formado por uma mistura de
um liquido precursor de alcéxido metalico, dgua, co-solvente e um catalisador dcido ou bdésico a
temperatura ambiente. Os alc6xidos metélicos sdo precursores populares porque reagem rapidamente
com a 4dgua (hidrélise). Se o mondémero fizer mais que duas ligagdes ndo hd limite no tamanho da
molécula que se pode formar. Se uma molécula atingir dimensdes macroscépicas de modo a que se
difunda por toda a solugdo, a substincia chama-se gel. O ponto gel ¢ o tempo ou estado da reacgao no

qual a dltima ligagio é formada completando a molécula gigante.”*

A nivel dos grupos funcionais, duas reacgdes descrevem o processo de SG: a hidrélise € a
condensacdo. As caracteristicas e propriedades da rede inorginica de SG estdo relacionadas com um
nimero de factores que afectam a velocidade da reac¢do de hidrélise e de condensagdo, tais como: o
pH, temperatura e tempo de reacgdio, concentracdo dos reagentes, natureza e concentragdo do
catalisador, propor¢do dgua:grupos alcdxidos, temperatura e tempo de maturagdo e secagem.

Uma caracteristica importante do processo de SG € a possibilidade de controlo de todas as
etapas que ocorrem durante a passagem do precursor molecular até o produto final, possibilitando um
melhor controlo do processo global, e a possibilidade de se obter materiais com as caracteristicas e

. 22,23
propriedades planeadas.

A figura 1.5 apresenta um esquema simples dos processos envolvidos na técnica de SG,

demonstrando as possibilidades de materiais finais produzidos.
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Figura 1.5 - Esquema com uma vista geral de todos os passos e processos da técnica de Sol-Gel**

Em termos de caracterizagdo dos materiais de SG hd a mencionar algumas das técnicas mais
utilizadas: na caracterizagdo quimica a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), a Espectroscopia no
Infravermelho, Raman e Vibracional, e na caracterizagao fisica a Porosimetria de Adsor¢do de Azoto,
Porosimetria de Merciirio, Termoporosimetria, Difrac¢do de Raios-X, Microscopia Electrénica de
Varrimento (SEM), Microscopia Electrénica de Transmissdao (TEM), Microscopia de Polarizacdo,

medi¢do do angulo de contacto de superficies, entre outras.

De forma a perceber melhor o processo de SG explicam-se de seguida as etapas do processo.

1.2.3.1 Etapas da técnica de Sol-Gel

Os alcoxidos metdlicos utilizados neste trabalho foram os de silicio. Estes possuem uma
electrofilicidade relativamente baixa e a capacidade de insaturagdo de coordenagdo do metal é igual a
zero (nimero de coordenagdo 4 — estado de oxidagZo 4 = 0), pelo que sdo alc6xidos pouco reactivos —
as taxas das reac¢Oes de hidrélise-condensagdo tém de ser aumentadas por catédlise. No caso de
reacgOes de alcéxidos metdlicos de ndo-silicatos, as reacgdes de hidrélise e condensacgdo tém de ser

.. .. 2
controladas usando aditivos quimicos.”

A reac¢do de polimerizagdo de SG pode ser dividida em duas etapas bdsicas:

(1) a hidrélise do grupo alcéxido com a formagdo de grupos reactivos do tipo silanol:
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Si(OR), + nH,O — Si(OR)4-n(OH), + nROH,
(2) a condensagio do grupo silanol, a qual leva inicialmente a formagio do sol e, eventualmente, ao
gel:

=Si—-OH + HO-Si= — =Si-0-Si= + H,0
ou

=Si—OR + HO-Si= — =Si-O-Si= + ROH.

Do mecanismo de SG apenas a primeira etapa, a hidrélise, € melhor conhecida, pois as

reac¢des de condensagdo comegam antes das reac¢des de hidrélise terminarem, tornando o mecanismo

muito complexo e envolvendo muitas reac¢des de hidrélise e condensagdo ao mesmo tempo.°

o Hidrdblise

A reacgdo de hidrélise dos alcéxidos de silicio pode ocorrer por catdlise dcida ou bésica.

O mecanismo da reac¢do de hidrélise com catalise acida é o seguinte:

+ H RO, ’OR R ’OR
Ho H N ~, /. P OR
+ RO\, Si — OR =—== 8+,0----- Si ----- 08+ ==== HO—Si™  + ROH +H*
H” RO ¢ H” ' ‘H “OR
RO OR

Figura 1.6 — Representagio esquemdtica do mecanismo de hidrélise em catdlise dcida

No primeiro passo, que é ripido, ocorre a protonagcdo do mondémero funcional. A densidade
electrénica do dtomo de silicio diminui, tornando-o mais susceptivel ao ataque do nucledfilo. No
segundo passo, ocorre o ataque do nucledfilo (4gua). Este ataca o dtomo de silicio na posi¢do oposta
ao grupo protonado, sendo a sua densidade electrénica aumentada, facilitando assim a saida da

molécula de dlcool. Enquanto houver precursor por hidrolisar a reac¢do repete-se.”

O mecanismo da reac¢do de hidrélise com catdlise basica € seguinte:

RQ ,OR JOR
RO 2 OR
HO------=- -5 Si— OR HO® ----- Si----- OR® HO—si ™" "+ OR'
RO I OR
RO OR

Figura 1.7 — Representagio esquemdtica do mecanismo de hidrélise em catdlise basica

Em condi¢Ges bésicas, a dgua dissocia-se rapidamente, colocando ides hidréxido em solugao.
Estes atacam o dtomo de silicio substituindo os grupos do alcoxido. A hidrdlise inicial € mais lenta do
que as restantes, consequéncia do facto do oxigénio bdsico do grupo alcéxido repelir o nucledfilo —
OH (grupo hidroxilo), apés a primeira hidrolise. As seguintes reacgdes irdo sendo sucessivamente mais

f 022
rdpidas.
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As diferencas de velocidade de reac¢éo da catélise acida e bsica podem ser explicadas a partir
do efeito electrénico. Os grupos alcéxidos sdo dadores de electrdes mais fortes do que os grupos
hidroxilo. Sendo assim, na catélise dcida hd formagdo de um estado intermédio positivo, 2 medida que
aumenta o nimero de grupos alcéxido substituidos por grupos hidroxilo. O estado de transi¢do torna-
se menos estdvel e consequentemente a velocidade decresce. Na catdlise bdsica, na presenga de um
estado intermédio negativo, quantos mais grupos —OH estiverem ligados ao dtomo central maior € a

estabilidade e portanto a velocidade de reacgio € também maior.”

o Condensagdo

Assim como a reacgdo de hidrélise, a condensacdo dos alcéxidos de silicio pode ocorrer por

catalise acida ou bdsica.

Em meio acido, o mecanismo da reac¢do de condensagdo € apresentado a seguir:

OH OH
Répido H Lento  HO ~ »
HO™¢ HO "¢ Ny “OH HO "R/ OH
R R

Figura 1.8 — Representagio esquemdtica do mecanismo de condensag@o em catélise 4cida

Na condensagdo, o primeiro passo € a protonagdo das espécies silanol, que torna o dtomo de
silicio mais electrofilico, logo mais susceptivel ao ataque nucleofilico. A reac¢do de condensagao
decorre entre espécies neutras e silanol protonadas, presentes em mondémeros ou no final da cadeia de
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grupos ou oligémeros.

Em meio basico, o mecanismo da reac¢io de condensagéo € o seguinte:

OH
Répido HO HO Lento  yo - » )
MO~ Gi—on === Si—0 + —Si—OH === ' _ Si—0—Si@OH +OH
HO ™/ HO%g HOg HO% g R
R ) R R R
+OH + H0

Figura 1.9 - Representacdo esquematica do mecanismo de condensagdo em catdlise basica

O mecanismo de condensagio, em meio bdsico, é favorecido pelo ataque de uma espécie
silanol desprotonada (-Si-O’) a um siloxano neutro. O resultado final é a formac¢do de cadeias
silicatadas altamente compactas e ramificadas. A maior ou menor ramificacao ird depender do grau de

substituicdo dos precursores.”

Tal como na hidrélise, a velocidade de reaccdo de condensacdo também depende dos efeitos
estereoquimicos € da carga do estado de transi¢cdo. Assim sendo, o primeiro passo da condensagio

dcida é mais rapido que os restantes, pois o estado de transi¢cfo tem carga positiva e vai tornar-se mais
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instdvel 3 medida que aumenta o nimero de grupos hidroxilo. Este fenémeno dé origem a estruturas
densas com pequenos poros. A condensagdo bdsica € mais rapida, uma vez que o estado de transi¢do
(carregado negativamente) é mais estdvel 8 medida que aumenta o nimero de grupos hidroxilo. Desta

forma a interligagdo entre os polimeros ¢ rdpida e consequentemente forma-se uma rede mais

2
porosa.

— Efeito dos substituintes do precursor’>>’

A hidrdlise de precursores alcéxidos de silicio € muito sensivel a repulsdes estercoquimicas. A
utilizagdo de ligandos alcéxido de cadeia longa e/ou ramificada conduz a uma dréstica diminuigdo na
velocidade da reacgdo. Substituintes capazes de doar electrdes favorecem a reac¢do com catalise
basica e substituintes que podem aceitar electrdes favorecem a reacgdo com catélise dcida.

Precursores de silicio com quatro substituintes alcoxido conduzem a formagdo de materiais
bastante frageis, devido a grande tensdo que é exercida, que resulta das repulsdes estereoquimicas.

Estruturas mais abertas, do tipo (R),Si(OR)4., podem solucionar este problema.

— Proporgdo molar H,O: grupos alc6xidos (R)**

E esperado que uma maior razdo R favoreca a reaccdo de hidrélise. Normalmente é
aconselhada a razdo 4:1, ndo podendo ser esquecido, no entanto, o facto de a d4gua ser um produto da
reac¢do de condensagdo e, por conseguinte, razdes menores poderdo ser suficientes. Quando os
precursores reagem com uma baixa concentragdo de dgua, formam-se inicialmente monémeros
parcialmente hidrolisados, que condensam para formar espécies poliméricas esterificadas, lineares
e/ou ramificadas. Se aumentarmos a razio R, em sistemas acidicos, obtém-se polimeros praticamente
hidrolisados. No caso da catélise bdsica, produzem-se cadeias completamente hidrolisadas, podendo
existir mondmeros hidrofébicos ndo reactivos, que induzem uma separacdo de fases. Quando a razao
R é muito elevada, devido a separacdo dos diferentes agregados e consequente reducdo da
condensagdo, ocorre a formagdo de estruturas ciclicas isoladas. Resultam particulas esféricas muito

densas.

o Gelificagido

O processo de gelificagdo ocorre quando se formam as ligagdes entre as particulas de sol de
silica, produzidas pela hidrélise e condensacdo, quer sob catdlise dcida ou bdsica (figura 1.10 e 1.11),

¢ ~ . e, C e s 22
até que a dada altura os agregados formados ddo origem a uma rede polimérica infinita.
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A B C
Figura 1.10 - Esquema da gelificagiio sob catdlise bdsica: A — afastado do ponto de gelificagio (aglomerados
ramificados); B — préximo do gonto de gelificagdo (crescimento ¢ ramificagdo adicional); C ~ ponto de
gelificagio (aglomerados ligados) 6

Rl

A B C

Figura 1.11 — Esquema da gelificagio sob catdlise 4cida: A — afastado do ponto de gelificagdo; B — préximo do
ponto de gelificagio (envolvimento primdric de macromoléculas linearcs); C — ponto de gelificagio
(entrelagamento adicional nas jung;i’)es)26

Antes de atingir a zona de gelificagdo, o gel inicial possui uma elevada viscosidade, tendo
porém uma elasticidade reduzida. No ponto de gelificagdo ndo ocorre qualquer reacgio quimica,
endotérmica ou exotérmica, apenas a viscosidade aumenta de forma rdpida. Depois da zona de
gelifica¢do o aumento de fenémenos de entrelagamento e inclusdes quimicas de particulas sol isoladas

.. 2
nos agregados provocam um aumento da elasticidade de amostra.”

O processo de gelificagdo pode ocorrer de diversas formas, dependendo do tipo de aplicagdo a

que se destina a solugdo de Sol-Gel.

o Maturagdo

O processo de maturagdo € uma extensdo do processo de gelificacdo que consiste no reforgo

da rede de gel por polimerizagdes (reac¢des de condensagdo) sucessivas, possiveis a diferentes
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temperaturas e solventes.”’ O processo de maturagiio pode prolongar-se por longos perfodos de tempo
para amostras a temperatura ambiente, onde a velocidade depende do pH, temperatura e composic¢do
do gel. O efeito deste processo é o encolhimento e endurecimento da rede. O encolhimento ocorre
porque se formam novas ligagdes onde apenas existem ligagOes fracas entre os grupos hidroxilo
superficiais e os grupos alcéxido. A contracg¢do leva a expulsdo do solvente dos poros do gel. O passo
de maturagdo pode ser controlado pela variagdo do pH, temperatura, pressio, co-solvente e mistura de
precursores presentes na composicdo inicial, de modo a que sejam optimizadas as propriedades do

material.

28
o Secagem

O processo de secagem consiste na remogdo da dgua e de co-solvente do gel. O método a

utilizar depende do produto final que se quer obter.

O cryogel resulta de um processo de secagem por congelamento. Usualmente o material, que é
hidrofilico, pode reagir muito rapidamente com a dgua, levando novamente a uma solugdo idéntica

aquela de que se partiu.

Um aerogel resulta de um processo de secagem supercritico. O passo de secagem é realizado
dentro de uma autoclave que permite que se passe o ponto critico (pressio critica, temperatura critica)
do solvente. Existem diferentes formas de atingir o ponto critico do solvente, por exemplo o préprio
solvente pode ser escolhido tendo em conta a natureza da parte sélida. Sélidos inorganicos fortes sdo
comummente secos usando dlcool ou acetona como solvente. Sélidos orginicos, que se podem

decompor a temperaturas abaixo dos 100 °C s@o secos usando didxido de carbono como solvente.

Exceptuando os dois processos referidos anteriormente, os outros processos de secagem levam
a formacgdo de xerogéis. Xerogéis referem-se a géis secos a temperatura ambiente € sob a pressdo
atmosférica. Geralmente, o xerogel é o resultado de uma secagem lenta de forma a evitar fendas

associadas a uma permeabilidade muito baixa da rede sélida.

o Densificagﬁo22

O efeito de tratamento por calor depende das caracteristicas do material no final do processo
de secagem a baixas temperaturas.

O processo de densificagdo pode ser compreendido através da relagdo entre o encolhimento
linear e a perda de massa em fungdo da temperatura, para amostras aquecidas a velocidade constante.
O processo de densificagdo é bastante favorecido termodinamicamente devido a elevada redugdo da

drea de superficie do material. S3o observadas trés regides:
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*  Abaixo dos 200 °C, baixas temperaturas, ocorre perda de massa a medida que a dgua ou dlcool

¢ evaporado mas o encolhimento é pequeno e em alguns casos € observada uma expansao da rede;

*  Entre os 150-200 °C a 500-700 °C, temperaturas intermédias, as amostras apresentam perda de
massa e a contracgdo é simultinea. Nesta gama de temperaturas ocorrem também varias alteracdes,

tais como a perda de compostos orgdnicos e posteriormente condensagao ou relaxamento estrutural,

* Quando a temperatura é superior a 700 °C, temperaturas elevadas, observa-se um aumento
abrupto da velocidade de contracgdo acompanhado de uma diminui¢do minima ou nula de perda de

massa.

1.2.4 Elementos fundamentais para a produc¢ao de MIPs

Como ji foi mencionado, para preparar um Polimero de Impressdo Molecular é necessdrio: a
molécula molde (que pode ser a molécula alvo ou um andlogo), um ou mais monémeros funcionais

para formar o complexo MF-molécula molde, agentes de entrelacamento, € um solvente.

o A molécula molde

A molécula molde é fundamental na Impressdo Molecular, pois € em funcdo desta que os
mondmeros funcionais sdo escolhidos para formar as cavidades selectivas do polimero.

Infelizmente, e por diversas razdes, nem todos os analitos podem ser impressos directamente.”

Nas condigdes de polimerizacdo em que o MIP serd produzido, a molécula molde deve ser
quimicamente inerte de forma a evitar a ocorréncia de reacgdes laterais e/ou apresentar condigdes

. PRI - - x 52
mstaveis a pollmerlzagao. ?

o s mondémeros funcionais

Na Impressdo Molecular podem ser empregues todos os tipos de polimerizagdo (por
intermédio de radicais iniciadores, anidnica, catidnica, etc). Contudo a polimeriza¢do tem que ocorrer
em condigdes em que todos os componentes (molécula molde, agentes de entrelagamento, complexo

~ : 5
nido-covalente, entre outros) permanecam ntactos.

A razio entre MF e a molécula molde € um pardmetro importante na mistura de
polimerizagdo. Quando a quantidade de MF se encontra em excesso, leva a formagao de ligagdes ndo
especificas das moléculas, enquanto em quantidades baixas de MF leva a uma desajustada formagdo
do complexo MF-molécula molde e consequentemente a um fraco desempenho das cavidades

especificas formadas.’
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Quando se usam dois ou mais MF em simultdneo na mistura de polimerizacdo, ¢ importante

.. . . - . ~ : sz 29
ter em conta a taxa de reactividade dos monémeros para garantir que a copolimerizagdo seja viavel.

o Os agentes de entrelacamento

Estes compostos sdo utilizados para fixar as cavidades especificas formadas na rede
polimérica e impor a estabilidade mecénica na matriz polimérica. Pela escolha adequada dos agentes
de entrelagamento pode-se controlar a estrutura das cavidades especificas e o ambiente quimico no seu

5,29
redor.

Para que a impressdo seja eficiente, a reactividade do agente de entrelagamento deve ser
semelhante 2 do mondmero funcional a utilizar, caso contrdrio pode ocorrer uma polimerizagdo
indesejada, existindo maior polimerizagdo ou do MF ou do agente de entrelacamento, o que leva a
formagio de um ndimero de cavidades especificas insuficiente e a uma distribui¢do ndo uniforme
destas pela rede polimérica.’

Outro factor importante é a razio molar entre agente de entrelagamento e mondémero
funcional. Se a razdo for muito baixa, as cavidades ficam situadas muito préxtmas umas das outras e
ndo conseguem funcionar independentemente, podendo até uma cavidade inibir por completo o
funcionamento das que lhe estdo mais proximas. No caso das razdes molares serem muito elevadas, a
Impressdo Molecular fica dificultada, especialmente se o agente de entrelagamento demonstrar
interacgdes ndo-covalentes com o mondmero funcional e/ou molécula molde.”

No processo de polimerizagdo de SG, os agentes de entrelagamento sdo também os silanos. O

2ot z : : 2 5
préprio monémero funcional pode funcionar também como agente de entrelagamento.

o O solvente’

As fungdes do solvente sdo: dissolver todos os reagentes para a polimerizagio e tornar a
estrutura dos polimeros impressos o mais porosa possivel, de modo a facilitar a remogdo das
moléculas impressas e aumentar o nimero de cavidades disponiveis para receber as moléculas molde.
As moléculas de solvente sdo incorporadas na estrutura do polimero e posteriormente removidas num
p6s-tratamento. Durante essa operago, o espago inicialmente ocupado pelas moléculas de solvente
fica desocupado, conferindo porosidade ao polimero sintetizado. Por esta razdo também se utiliza o
termo “solvente porogénico”.

Outra das fungdes do solvente é diminuir o calor da reac¢io gerado na polimerizagdo, pois
caso contrdrio a temperatura da mistura reaccional torna-se elevada, ocorrendo reacgdes laterais
indesejadas.

A escolha do solvente varia consoante o tipo de impressdo pretendida ¢ a técnica de

polimerizagdo utilizada, existindo uma variada gama de solventes a utilizar.
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1.3 Testes de Eficiéncia da Impressao Molecular

A teoria da Impressédo Molecular proporciona a obtengdo de materiais selectivos a um analito,
contudo € preciso comprovar a sua eficiéncia. E necessdrio realizar estudos para comprovar se as
cavidades selectivas foram produzidas e se a molécula alvo forma com a cavidade uma liga¢do

especifica.

O desempenho dos MIPs pode ser obtido em comparagdo com os NIPs (Non Imprinted
Polymers). Os NIPs sdo polimeros produzidos da mesma forma que os MIPs contudo sem nunca terem
estado na presenga da molécula molde, pelo que ndo possuem cavidades impressas. Comparando o
desempenho do polimero impresso com o correspondente Polimero Ndo Impresso (NIP), a grandeza

da impressdo € avaliada.

Neste trabalho cientifico utilizou-se a técnica de Extraccdo em Fase Soélida para avaliar os

Polimeros de Impressdo Molecular produzidos.

1.3.1 Extraccao em Fase Sélida (SPE)

A preparagdo de amostras € geralmente considerada como um passo fundamental em
procedimentos analiticos, porque ajuda nao apenas a alcancar limites de deteccdo tdo baixo quanto os
valores legislados mas também proporciona a limpeza da matriz da amostra.”

A mais popular técnica de preparagdo de amostras para amostras liquidas € a Extrac¢do em
Fase Sélida (SPE), a qual ja substituiu a Extrac¢do Liquido-Liquido. A SPE tem sido extensivamente

= . ~ . . . 3
usada na purificag@o e concentragdo de diversos analitos de matrizes complexas. 0

A utilizagio de uma coluna de extrac¢do em fase sélida engloba 4 passos basicos:"
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= Condicionamento da coluna: passagem de um volume de
solvente de polaridade semelhante da fase estaciondria da
coluna, e posteriormente, passagem de igual volume de uma

solugdo similar em natureza ao solvente da amostra. O

primeiro solvente a passar tem por objectivo limpar a coluna

de eventuais impurezas que esta possa conter e ainda

| <R

homogeneizar a fase estaciondria para a passagem da amostra. U

O segundo solvente, ao passar pela coluna, tem por principal
o

objectivo eliminar vestigios do solvente anterior, cuja presenga
L ] Figura 1.12 — Esquema
condicionaria o processo de extrac¢io; .
do condicionamento da

coluna

L } { H

®= Retencio: passagem da  amostra  pela  coluna.

2]

Independentemente da estratégia utilizada para a purificagio

da amostra (retengdo da espécie a analisar ou reten¢do dos

. X
interferentes), o passo de passagem da amostra deve ser
realizado de forma lenta, para que toda a fase estaciondria seja

uniformemente utilizada e ainda para garantir a extraccdo total

-

das espécies da amostra a extrair;

Figura 1.13 - Esquema da

etapa de retengdo

= Lavagem da coluna: apés a passagem da amostra faz-se

atravessar pela coluna uma nova por¢éo de solugfio similar ao

solvente da amostra, ou outra solugdo que nio remova os

compostos de interesse. Esta etapa tem por objectivo efectuar %

uma eliminagdo mais eficiente das espécies interferentes
contidas na fase estaciondria;

| o<

Figura 1.14 - Esquema da

lavagem da coluna ‘
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recolha da espécie a analisar é feita mediante a passagem de

um solvente capaz de romper a interac¢do existente entre a

®  Eluicido: € o ultimo passo na utilizagdo de uma coluna de SPE
para a purificagdo de um componente de uma amostra. A
fase estaciondria e a espécie. A eluicio deve ser feita com g

precaugio para garantir uma recolha quantitativa do analito

retido, deixando no sorvente qualquer impureza que ndo tenha o
-

saido no passo anterior. la

Figura 1.15 - Esquema da

etapa de eluigdo

1.3.2 Polimeros de Impressao Molecular como sorventes de SPE

Os MIPs como sorventes de SPE, os Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction (MISPE),
podem ser considerados como a nova geracdo da Extrac¢do em Fase Sélida. Uma técnica mais

selectiva para a anélise simples e rdpida de residuos de analitos em matrizes complexas.

Os MISPEs apresentam diversas vantagens em relagio aos convencionais SPEs:
= Sorventes altamente selectivos;
= Obtencdo de extractos mais limpos e assim permite um limite de detecg¢do mais baixo;
= Métodos mais faceis, robustos e rdpidos, diminuindo o tempo de manuseamento da amostra;
*  Permitem aumentar o tempo de vida de colunas de HPL.C;

. . 2
»  Custos mais reduzidos.®

Os MISPE produzidos pela técnica de polimerizagdo com base em poliacrilatos encontram-se
extensamente desenvolvidos na literatura, com diversos artigos de revisdo publicados como € o caso
dos trabalhos de Olsen et al.”’, Martin-Esteban™, Lanza e Sellergren®, Baggiani er al.*, ¢ Tamayo et
al.”’.

Sellergren® em 1994 foi o primeiro a demonstrar o potencial de MIPs como sorventes de SPE.
No entanto, s6 vdrios anos depois surgem novas aplicagdes de MIPs para SPE, como foi o caso do
trabalho apresentado por Martin et al.”” em 1997, sendo que o iltimo trabalho apresentado, até a data,

foi o de Pilau et al.*.

Em Dezembro de 2006, a Supelco e a MIP Technologies AB (Lund, Sweeden) entraram em

colaboragdo, e a Supleco passou a exclusivo distribuidor dos MISPE produzidos e patenteados pela
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MIP Technologies, surgindo, assim, os SupelMIPs. Existem SupelMIPs para os seguintes analitos:
cloranfenicol, anfetaminas, clenbuterol, bloqueadores beta, antagonistas beta, todos receptores beta
(bloqueadores beta e antagonistas beta), NNAL (4-(metilnitrosamino)- 1-(3-piridil)- 1 -butanol), TSNAs
(4 diferentes nitrosaminas especificas do tabaco), triazinas e riboflavina (vitamina B2).*

Na figura 1.16 encontra-se representada a evolugdo da selectividade que os SupelMIPs

apresentam em relagdo a técnicas anteriores.

Nao Selectivos Extractos Sujos

» Precipitagdo de proteinas

» Extracgdo Liquido-Liquido

= Resinas de SPE nio selectivas (apenas
hidrofdbicas)

s Extrac¢do Liquido-Liquido suportada

»  SPE de silica C3-C,

= Sorventes de SPE de modo misto

= SupelMIPs

Altamente Extractos Limpos
Selectivos

Figura 1.16 — Esquema da selectividade relativa de diferentes mceios em comparagdo com os SupelMIPs
apresentado pela Supelco™

Como foi demonstrado anteriormente, a aplicagdo da Impressdo Molecular como um novo
meio de obtencdo de sorventes de SPE jd se encontra bem desenvolvido. Contudo MIPs obtidos pela
técnica de polimerizagdo de SG e aplicados como sorvente de SPE sdo uma técnica ainda muito por
explorar. As vantagens que a técnica de SG tém para oferecer proporcionam uma 4rea de grande
interesse e que actualmente estd a ganhar terreno na investigagdo cientifica. No apéndice | apresenta-

se uma tabela com dados sobre artigos cientificos produzidos sobre MISPE de SG.

1.4 O Cloranfenicol (CAP)

O cloranfenicol (CAP), representado na figura 1.17, inicialmente chamado cloromicetina, foi
isolado pela primeira vez de Streptomyces Venezuelae, em 1947, por Burkholde. Dois anos mais tarde
foi obtido por sintese e produzido em escala industrial e, em 1949, foi introduzido na terapéutica. Este
composto foi o primeiro antibidtico de largo espectro apresentando actividade contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas e também contra outros microrganismos. Exerce a sua ac¢@o através de

inibi¢do da sintese proteica e ¢ eficaz no tratamento de vdrias doengas infecciosas."'
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O antibiotico tornou-se muito usado no tratamento de infec¢des graves como a febre tiféide e
outras formas de salmonelose, nas infecgdes por Haemophilus Influenza, particularmente na meningite
e outras infecgdes graves do sistema nervoso central e tracto respiratério. O cloranfenicol ainda €
muito utilizado em alguns locais no mundo dado o seu amplo espectro de ac¢do e o seu baixo custo.
No entanto, em individuos susceptiveis, estd associado a efeitos téxicos graves nomeadamente
depressdo da medula dssea, particularmente grave na forma de anemia apldstica fatal. A anemia
aplastica ocorre quando a medula dssea produz em quantidade insuficiente os trés diferentes tipos de
células sanguineas existentes: globulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas.*’

Com o aparecimento de agentes mais seguros, o cloranfenicol é frequentemente considerado
um antibidtico de interesse puramente histérico. Todavia € til em algumas situagoes, como em
pessoas gravemente doentes nas quais as alternativas mais seguras se revelam menos eficazes ou
quando as alternativas ndo estdo disponiveis. Continua, no entanto, a ser muito utilizado nos paises de

. . . . - 4
Terceiro Mundo, pelo facto de ser barato e eficaz em muitas infecg¢des graves. '
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o Algumas propriedades Fisico-Quimicas do Cloranfenicol*!

P

Tab Cl

D(-)-treo-1-(p-nitrofenil)-2,2-
Nome
dicloroacetamido-1,3-propanodiol
Formula Quimica C,1H;,CoN05
Massa Molecular 323,132 g/mol
Cor Branca, acinzentada ou amarelada
Sabor Amargo
Estado Fisico Cristais, p6 cristalino, agulhas ou placas
alongadas
Ponto de Fusao (°C) 150,5 - 151,5
pH Neutro
Pressiio de Vapor (mmHg) 1,73x107°
Estabilidade Muito estdvel, pode ser armazenado por
longos periodos 4 temperatura ambiente
Solubilidade
Na dgua a 25°C Ligeiramente soldvel (2,5 mg/mL)
Cloroférmio Soltvel
Metanol Muito solivel
Etanol Muito soluvel
Butanol Muito soldvel
Acetato de etilo Muito soldvel
Acetona Muito solivel
Benzeno Insoldvel

o Qs derivados do Cloranfenico

O cloranfenicol, tianfenicol, florfenicol e azidanfenicol (figura 1.18) sdo antibiéticos de largo

espectro.




crandonico]

Azidunferteol o P e € M

Tianfonond o SR o E34 w Loks

Florfenwol o BT, o w CL

Figura 1.18 — Estrutura do Cloranfenicol e os seus derivados

O tianfenicol € estruturalmente semelhante ao cloranfenicol mas difere deste pela presenga de
um grupo sulfometilo em vez do grupo nitro na posigdo para. Como antibidtico consegue ser cerca de
2,5 a 5 vezes mais forte e apresenta a vantagem de nunca ter sido associado a anemia apldstica.

O florfenicol é um andlogo do tianfenicol e contém um dtomo de fldor em vez de um grupo
hidroxilo no carbono 3. A substitui¢do nesta posi¢do reduz o nidmero de locais disponiveis para
acetilagiio bacteriana, possivelmente tornando o antibiético mais resistente a inactivagdo bacteriana.

O uso de tianfenicol e o de florfenicol estd aprovado na Unido Europeia, para utilizagdo em
gado bovino, ovino, suino e aves. Em avidrios € pritica comum administrar estes antibidticos através
da 4gua consumida pelos animais.

O cloranfenicol e alguns dos seus derivados, como o tianfenicol e azidanfenicol, t&€m sido
utilizados ao longo dos anos na medicina humana. Alguns ésteres do cloranfenicol como o palmitato
ou succinato de cloranfenicol tém sido produzidos para aplicagdes terapéuticas.

O azidanfenicol s6 € utitizado em medicamentos oftalmolégicos.

1.4.1 O uso ilicito do Cloranfenicol

Como j4 foi referido, para garantir a segurancga alimentar o uso de cloranfenicol foi proibido
na Unido Europeia em 1994 em animais de consumo humano, uma vez que se provou ser nocivo para
os seres humanos. Contudo, o cloranfenicol é um antibidtico barato e de ficil acesso, pelo que ainda é
muito usado em paises como a China, Vietname, India, Indonésia, Tailandia, Bangladeche e México.
Devido a globalizagio comercial e econémica, é ficil encontrar alimentos provenientes desses paises
nos nossos mercados, pelo que se justifica um controlo e monitorizagdo adequado pelas entidades

responsaveis.
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Em Junho de 2002, a U.S. FDA (United States Food and Drug Administration) anunciou que
tem vindo a aumentar a colheita de amostras de produtos importados, como camardes, lagostas, mel,
geleia real, alimentos para animais e de produtos lacteos, para a detec¢do de cloranfenicol. A U.S.
FDA tomou essa resolugdo porque foram detectados residuos de cloranfenicol no camarao, lagosta,
mel e outros alimentos importados, em alguns paises e diversos estados dos Estados Unidos da
América.”

A Associagio de Defesa do Consumidor (Deco) portuguesa tem demonstrado que, num
passado recente, foram encontrados diversos casos de alimentos com residuos de cloranfenicol. A
Deco apresenta, desde 2003 a 2007, 14 notificagdes sendo 5 comunicados de imprensa (tabela 1.3) € 9

artigos publicados na pdgina da internet e revista Deco Proteste (tabela 1.4).%

Tabela 1.3 — Comunicados de imprensa realizados pela Deco entre 2003 ¢ 2007 sobre a presenga de
Cloranfenicol em alimento**

=  Medicamentos & mesa - 28/01/2003

=  Misturas de marisco congelado: pouca variedade e pouco sabor - 30/01/2003
= Peru a granel e embalado: 20 amostras analisadas, 17 com nitrofuranos! — 18/03/2003

=  Geleia real com antibidtico proibido - 17/08/2005

=  Mel e geleia real com residuos de medicamentos - 13/12/2005

Tabela 1.4 — Artigos realizados pela Deco entre 2003 e 2007 sobre a presenga de Cloranfenicol em alimentos*
= Medicamentos & mesa - Teste Saide - 01/03/2003

® Misturas de marisco congelado - Pro Teste - 01/03/2003

= Peru com nitrofuranos - Pro Teste - 01/05/2003

= Breves - Pro Teste - 01/10/2004

» Medicamentos no mel e geleia real - Pro Teste - 01/01/2006
= Seguranca alimentar - Pro Teste - 01/02/2007

= Espetadas de peru - Pro Teste - 01/03/2007

* Truta, salmdo e camardo de aquicultura - Pro Teste - 01/04/2007

= Falta de seguranga alimentar - 30/05/2007

1.4.2 Determinacio Analitica do Cloranfenicol

Apés a proibigdo do uso de cloranfenicol em animais para consumo humano surge uma
diversidade de métodos de determinagdo de CAP que possuem um limite de detec¢do extremamente

baixo para monitorizar os niveis de cloranfenicol em alimentos.
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Algumas das técnicas utilizadas sdo: ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), RISA (Radioimmunosorbent Assay), Biossensores, Cromatografia Gasosa
com Derivatizagio e Cromatografia Liquida com Espectroscopia de Massa (LC/MS). "™

A técnica de Cromatografia Liquida demonstrou ser eficaz nas andlises de matrizes complexas
e particularmente na andlise de residuos de antibidticos em alimentos como o mel, camardes ¢
caranguejos. Diversos métodos de detecgdo com Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia
encontram-se desenvolvidos numa extensa bibliografia. A titulo de exemplo apresentam-se os
trabalhos de Nagata et al.*, Tosifidou ef al.”®, di Pietra e al.’" e Luckas et al.”.

Actualmente a Cromatografia Liquida com Espectroscopia de Massa (LC/MS) é o melhor
método de monitorizagdo de residuos de CAP, como foi demonstrado por Pan e colaboradores, entre
outros.”™® O centro para a seguranga alimentar ¢ nutrigio aplicada da U.S. FDA apresenta também

procedimentos de confirmagdo de CAP em residuos alimentares utilizando a Cromatografia Liquida -

Espectroscopia de Massa - Espectroscopia de Massa (LC/MS/MS).”

A analise de residuos de CAP é efectuada sobretudo em amostras alimentares, mas também na
urina, plasma, soro, dguas residuais, entre outras.

Em 2005, Shen et al. apresentaram um conjunto de procedimentos, esquematizado na figura
1.19, para a prepara¢do de amostras como camario, caranguejo, carne, porco, figado e mel. ¥

No tratamento de amostras de dguas residuais é necessdrio realizar sedimentagdo, filtragdo,
lamas activadas e clora¢do. Posteriormente sdo colocadas em garrafas de vidro com 4cido cloridrico e
azida de sédio (NaN,) e colocadas no frigorifico (< 4°C) para serem analisadas até dois dias.®

A preparagio de amostras com residuos de CAP € laboriosa, demorada, envolvendo diversas

etapas até que a amostra possa ser analisada.
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Figura 1.19 — Esquema apresentado por Shen et al.*® do conjunto de procedimentos a realizar na preparagdo de
amostras para determinar residuos de CAP

Legenda: PBS - solugdo tampdo fosfato; Na;SO, — sulfato de sédio; NaCl - cloreto de sédio; EtOAc — acetato de
etilo; GC — Cromatografia Gasosa; GC/MS -~ Cromatografia Gasosa-Espectroscopia de Massa

1.5 O estado da arte em relacio a determinacio do
Cloranfenicol

A determinagdo de residuos de cloranfenicol em matrizes alimentares representa um desafio
analitico. Devido aos efeitos téxicos que o CAP apresenta nos humanos, como foi apresentado no
capitulo anterior, ¢ como ndo é possivel estabelecer um Nivel Mdximo de Residuos em alimentos
derivados de animais, em 2002, a Unido Europeia, no sentido de alcangar uma harmonia no
desempenho dos métodos analiticos para a monitorizacdo de CAP, definiu um limite minimo de
desempenho requerido em 0,3 ug/kg. Este limite corresponde a quantidade minima de analito numa
amostra, que tem de ser detectada e confirmada. Assim, sdo necessirios métodos cada vez mais

eficientes e selectivos.’®!
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Quando Sellergren, em 1994, apresentou a primeira aplicagdo de MIPs como sorventes de SPE
(MISPE) para a extracgiio selectiva de pentamidina em fluidos bioldgicos, os MIPs provaram ser dteis

na pré-concentracdo de analitos para posteriores analises.*®

Em 1997, Levi e colaboradores apresentaram um trabalho no qual desenvolveram um sensor
éptico para a determinagdo de CAP, utilizando MIPs ¢ HPLC como técnica analitica. O método ¢
baseado num deslocamento competitivo do corante conjugado de vermelho de metil-cloranfenicol a
partir de ligacdes especificas em cavidades num polimero de impressdo pelo analito. Este sistema de
deteccdio mostrou uma resposta linear na gama de 3-1000 pg/mL e eficiente na detecgio do CAP

extraido de um soro de bovinos.”

: 3 . . pe
McNiven et al.® expuseram um artigo cientifico no qual desenvolveram uma coluna
cromatografica como sensor do CAP através da Impressdo Molecular. O sensor apresentou-se imune a

. N . - < . . 3
interferéncias de derivados de CAP e apenas cerca de 60% selectivo ao andlogo tianfenicol.’

No trabalho publicado em 2003, Mena et al.** descrevem o desempenho de um MISPE para
CAP, cuja detecgdo ocorre por voltametria de onda quadrada em micro-eléctrodos de fibra de carbono
activada electroquimicamente. A aplica¢do do MIP tanto na purificagdo como na pré-concentragdo foi
demonstrada pela determinagdo de CAP em solugdes oftdlmicas e em leite fortificado com diferentes
concentracdes. Em amostras de 250 mL, com uma concentragdo em CAP de 9,7 pg/L obteve-se uma

recuperagdo de 96+4%.%

Schimmer ef al.*, em 2006, apresentaram um MISPE, em que a molécula molde era o CAP,
para a purificagdo de amostras de mel e HPLC como técnica analitica, o qual apresentou percentagens
de recuperacdo das solugdes padrio de CAP a rondar os 100% e de 94% em amostras de leite
fortificado. Num artigo®™ publicado em 2008, com o sentido de melhorar a utilidade do MISPE como
uma técnica de extracgio, estes investigadores estudaram vérios MIPs que produziram com diferentes
mondémeros funcionais e diferentes solventes de eluigdo, incluindo solventes aquosos e ndo polares,

verificando que solventes ndo polares sdo de interesse especial.

A preparacdo de Microesferas de Polimeros de Impressdo Molecular (MIPM) para CAP por
polimerizacdo de suspensdo aquosa é apresentada por Shi e colaboradores em 2007. Os MIPM
resultantes tém a capacidade de adsorver especificamente o CAP e o MISPE baseado no MIPM
mostrou-se eficiente na purificacio e pré-concentracdo de residuos de CAP em amostras como o leite

e camardes, com recuperagdes de 92,7% e 84,9%, respectivamente.*
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Em Setembro de 2007 surge um trabalho de Boyd e al. onde é apresentado um método
confirmatério da determinagio de CAP através de um MIP chamado de SupelMIP (sintetizado pela
MIP Techonologies, Sweden). A novidade deste MIP produzido é que tal foi obtido utilizando como
molécula molde um andlogo do CAP. Utilizando um composto andlogo ao CAP como molécula molde
do analito evita-se o maior problema associado ao desenvolvimento de MIPs, isto €, evita-se a
libertacdo de quantidades residuais da molécula molde. O MIP descrito foi usado como SPE para a
extraccio de CAP de vdrias matrizes como o mel, urina, leite e plasma. A determinagdo analitica foi
efectuada por Cromatografia Liquida - Espectroscopia de Massa - Espectroscopia de Massa. Os
resultados experimentais usando o SupelMIP de cloranfenicol em amostras de mel (0,38 pg/Kg)

encontram-se de acordo com o resultado esperado (0,4 pg/Kg), que foram obtidos por um laboratério

independente que utilizou um método analitico validado.”

Como j4 foi dito, o processo de polimerizagdo pode ter como base dois tipos de monémeros
funcionais: de base organica e de base inorginica. Todos os trabalhos apresentados anteriormente
produziram Polimeros de Impressio Molecular para cloranfenicol com base em monémeros funcionais
organicos. Até a data, ndo se conhece qualquer trabalho no qual seja desenvolvido MIPs para
cloranfenicol de base inorgénica (silanos) com base na técnica de polimeriza¢do de Sol-Gel, como € o

caso do trabalho aqui apresentado.
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2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram:

bela 2.1 — Descrigdo d

Experimental

Yormula Pureza ) | Numem .
Nome Molecular (%) Molas Marca CAS Perigo
{g/mol)
7664-41-
Amoniaco NH; 25 17,03 Pronalab . Irritante
Toxico;
, 7647-01- )
Acido cloridrico HCI 37 36,46 Pronalab 0 Corrosivo;
Comburente
Acido trifluoroacético Sigma-
C,HF;0, > 98 114,02 76-05-1 Corrosivo
(TFA) Aldrich
Cloranfenicol Toxico;
C1H,CILN05 98 323,13 Aldrich | 56-75-7
(CAP) Cancerigeno
1310-73-
Hidréxido de sodio NaOH >99 40,00 Merck 5 Corrosivo
Metanol Inflamavel;
CH,0 >99.8 32,04 Fluka 67-56-1
(MeOH) Téxico
Metoxitrimetilsilano 1825-61- Altamente
C4H,,0Si >97 104,22 Fluka
(MOTMS) 2 inflamavel
35000 ¢
Polietineloglicol nao 25322-
HO(CH,CH,0),H 6000 e Fluka Irritante
(PEG) aplicavel 68-3
1000
Tetrametoxisilano
C,H,0,Si > 98 152,22 Fluka 681-84-5 Téxico
(TMOS)
Tianfenicol . 15318-
C>H5CILNOsS 99 356,20 Sigma Irritante
(TAP) 45-3
Irritante;
Tetrahidrofurano
C,HzO >995 77,11 Fluka 109-99-9 Altamente
(THF)
inflamavel
Ureidopropiltri-
23843-
metoxisilano C7H sN,O,Si 97 222,32 ABCR 643 Irritante
(UPTMOS) )
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2.2 Producao dos Xerogéis estudados

O esquema apresentado em baixo pretende ilustrar de uma forma generalizada o processo de

preparacdo dos sorventes produzidos e testados durante o trabalho experimental.

Preparacdoda
mistura reaccional

1 Agitacdo

[

Silanizacdo

Extracgédo por Soxhlet
e/ouextracciode PEG com NH; 1M

Figura 2.1 - Esquema ilustrativo do processo de preparacgio dos sorventes testados

As etapas apresentadas no esquema anterior encontram-se devidamente detalhadas nos pontos
apresentados de seguida. Apds a obtenc¢do dos xerogéis moidos e peneirados, estes sofreram trés tipos
de tratamentos, nomeadamente a calcinagdo (_._._._), a extracgdo por Soxhlet e/ou extracgdo de

polietilenoglicol ( ), € a extraccdo por Soxhlet e/ou extrac¢do de polietilenoglicol seguido de

silanizagd@o (----). Findo estes tratamentos, os xerogéis foram devidamente empacotados ¢ tesatados.

2.2.1 Descricao das misturas reaccionais preparadas

As  misturas reaccionais testadas possuiam como mondémero funcional o
ureidopropiltrimetoxisilano (UPTMOS), o tetrametoxisilano (TMOS) como precursor da rede
polimerica, o metanol (MeOH) como co-solvente, o 4cido trifluoroacético (TFA) como catalisador e
dgua. A molécula molde, para preparar os MIPs, foi o tianfenicol (TAP). Com o desenvolvimento do
trabalho experimental e consecutivamente com os resultados alcangados, surgiu a necessidade de

alterar a solugdo SG primdria.
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Os NIPs foram preparados de igual modo aos correspondeste MIPs, contudo ndo inclufram a
molécula molde, o TAP, na sua solugdo. Assim serviram como controlo da capacidade de Impressdo

Molecular dos MIPs correspondentes.
Na tabela 2.2 apresentam-se as quantidades molares dos principais reagentes das misturas
reaccionais dos conjuntos MIP/NIP preparados. Para preparar a mistura reaccional primeiro

adicionava-se o TAP (caso fosse um MIP), seguido do UPTMOS, MeOH, TMOS, TFA e H,0.

Tabela 2.2 — Apresentacio das quantidades molares dos principais reagentes das misturas reaccionais

L Reagentes (n’ de moles / mol)
Conjunto
uPTMOS MceOH TMOS TFA H,0 TAP
MIP / NIP 1 0,0045 0,1500 0,0300 0,0042 0,1500 0,0006
MIP / NIP 2 ---- 0,1500 0,0345 0,0042 0,1500 0,0006
MIP /NIP 3 0,0045 0,1500 0,0300 0,0042 0,1500 0,0006
MIP / NIP 4 0,0045 0,1500 0,0300 0,0042 0,0006
MIP/NIP 5 0,0045 0,1500 0,0300 0,0900 0,0006
MIP / NIP 6 0,0045 0,1500 0,0300 0,0042 0,0345 0,0006
MIP / NIP 7 0,0045 0,1500 0,0300 0,0042 0,0345 0,0006

A proporg¢ao molar HyO:Si, para preparar os Polimeros de Impressdo Molecular descritos na
tabela 2.2, foi de 5:1 para os conjuntos MIP/NIP I, 2 e 3 e de 1:1 para os conjuntos MIP/NIP 6 ¢ 7. O
conjunto MIP/NIP 5 possui a propor¢do molar H,O:Si de 3:1. O volume de NaOH adicionado a
solugdo reaccional era o necessdrio para que esta se encontrasse com uma concentragio de 1,00E-05
mol/L de catalisador. Nos conjuntos MIP/NIP 4 nfio foi adicionada &gua, contudo existiam

quantidades vistigiais de dgua provenientes do TFA e de vapor de dgua.

Nos conjuntos MIP/NIP 2 e 3 utilizou-se o polietilenoglicol (PEG) de massa molar de 35000
(adicionado na mistura reaccional apds o TAP), pesando-se 0,400 g do composto, pelo que a
propor¢do molar MF:PEG foi de aproximadamente 1:1000. Devido ao menor volume de dgua, no
conjunto MIP/NIP 7 ndo foi possivel dissolver a mesma massa de PEG de 35000 mol/g, pelo que se

optou por manter o valor de massa a pesar (0,400 g) e utilizar um PEG com uma massa molar de 6000.

As solugdes de SG correspondentes de cada conjunto MIP/NIP apresentados na tabela 2.2
foram preparados em frascos de vidro de 20 mL e colocados no agitador de vértice a cerca de 500
rota¢es por minuto (agitador de vértice de modelo Yellow Line TTS2 da IKA com capacidade de 200
a 2500 rpm (rotacdes por minuto)).

Os frascos de vidro com as solugdes apresentadas na tabela referida estiveram em agitagdo
durante 24 horas, excepto o conjunto MIP/NIP 5, pois este gelifica antes das 24 horas de agitacdo, pelo

que se passou a deixar em agitagéo por 6 horas.
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O UPTMOS é um composto extremamente viscoso, pelo que a medicdo foi efectuada por

pesagem.

2.2.2 Obtencao dos Xerogéis finais

Ap6s o periodo de agitacdo j& mencionado, as misturas foram vertidas em caixas de pldstico
(11,5 cm de didmetro), as quais foram devidamente tapadas com pelicula aderente que se perfuraram,

com o objectivo de controlar a evaporacdo do solvente (de forma a que a evaporagio fosse lenta).

Os xerogéis obtidos tinham o aspecto transparente e vitreo, como é evidenciado na figura 2.2.

O xerogel era transferido para um gobelé e pesado.

Com os MIX/NIX (Molecularly Imprinted Xerogel/Non Imprinted Xerogel) em estado sélido
passou-se para a etapa de moagem, macerando os xerogéis obtidos num almofariz. O p6 obtido era
entdo peneirado de forma a recolher a frac¢fo entre os 25 ¢ 45 um e devidamente pesado.

Em seguida, foi utilizada uma montagem de extrac¢do por Soxhlet (figura 2.3) para retirar a
molécula tianfenicol dos MIXs. Assim, utilizou-se: manta de aquecimento, baldo de fundo redondo de
500 mL, thimbles de celulose — 33 mm x 80 mm - (da Whatman), condensador de refluxo e extractor

de Soxhlet.
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Figura 2.3 — Montagem do extractor de Soxhlet utilizado

A quantidade de cada xerogel obtido na fase da peneiragdo era colocada sobre 2 papéis de
filtro, dobrados em pregas, sobrepostos (papéis de filtro de 125 mm de didmetro, com 8 um de
porosidade, da Whatman).

Os NIXs, apesar de ndo possuirem a molécula molde, sofreram também o tratamento de

extracgao por Soxhlet, para que passassem pelas mesmas etapas que os correspondentes MIXs.

Utilizou-se como solvente o metanol. O metanol era mudado aproximadamente de 12 em 12
horas. A limpeza dos xerogéis era controlada por anélise de cromatogramas de amostras retiradas do
solvente aproximadamente de 7 em 7 horas de extrac¢do. Os MIXs eram considerados “limpos”
quando as dreas obtidas, no cromatograma correspondente ao TAP, apresentavam uma tendéncia para

um valor, como é demonstrado na figura 2.4.
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Representacao grafica da area cromatografica
corespondente ao TAP extraido vs tempo extracc¢ao
por Soxhlet

50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

(nV.s)

area

2

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

tempo Soxhlet (min)

Figura 2.4 — Representagdo gréfica exemplificativa da drea cromatografica correspondente ao TAP extraido até
a altura que se considerou o MIX “limpo”

Apés a limpeza, os xerogéis nos papéis de filtro eram colocados a secar por 2 horas na estufa a

60°C. O pé obtido era colocado em frascos de vidro e pesado.

o Extraccio do PEG dos Xerogéis

Os conjuntos MIX/NIX, que continham o PEG, como agente porogénico, sofreram mais um
tratamento: a extrac¢do do polietilenoglicol.

Ap6s a extracgdo do TAP por Soxhlet, os xerogéis nos papéis de filtro secos eram colocados
em tubos de plastico com uma solugdo de amoniaco 1,00 mol/L. a cobri-los totalmente. Estes tubos
colocavam-se num banho termostitico a uma temperatura de 60°C (cabega de aquecimento GRANT,

Tipo KM) durante 6 horas. Contudo, a solugio de amoniaco era trocada apés 3 horas de banho.®®

No final do banho, os papéis de filtro com os xerogéis eram colocados a secar numa estufa a

60°C durante 2 horas. O p6 obtido era colocado em frascos de vidro e devidamente pesado.

o Tratamento de Calcinacio e Silanizacio

Os conjuntos MIX/NIX 4 a 7 foram submetidos a trés tipos diferentes de tratamento. Além de
um grupo produzido pelos procedimentos descritos anteriormente, produziram-se dois novos

grupos que sofreram o tratamento de Calcinagdo e de Silanizagdo.
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— Tratamento de Calcinagdo

O po, obtido por maceragio, era colocado em cadinhos de porcelana e levado para uma mufla.
Esta era colocada a 100°C durante 1 hora e depois a temperatura era aumentada para os 400°C, onde
permanecia por 5 horas.®*”?

Todos os pos calcinados sofreram uma alteragdo na cor. A sua cor branca passou para cinza-
acastanhado.

O p6 obtido era, entdo, pesado e colocado em frascos de vidro.

— Tratamento de Silanizacdo

A massa de p6 seco obtido, apds a extracgao por Soxhlet e/ou extracgdo de PEG, devidamente
pesada em frasco de vidro era colocada em agitagio com um determinado volume de
metoxitrimetilsilano (MOTMS), no agitador de vértice a 400 rpm durante 24 horas. Para cada 0,100 g
de p6 de xerogel misturaram-se 0,550 mL de MOTMS."

O pé era recuperado por filtragdo, lavando-se com metanol. Colocava-se na estufa a 60°C
durante 3 horas. Posteriormente era pesado e colocado em frascos de vidro.

Todos os pds obtidos mantiveram a sua aparéncia inicial, a cor branca.

2.2.3 Preparacio dos cartuchos de SPE com os Xerogéis produzidos

Em cartuchos de SPE de 6 mL da Supelco foi empacotada uma massa de 0,500 g para todos os
conjuntos MIX/NIX, excepto os conjuntos MIX/NIX 4 a 7 obtidos pelos tratamentos de calcinagédo e

silanizacdo, em que se empacotaram 0,400 g.

No fundo do cartucho colocava-se um frit (frits de polietileno de cartuchos de 6 mL da
Supelco com uma porosidade de 20 pm) e de seguida a massa de xerogel determinada. Por cima do
xerogel era entdo colocado outro frit e, com um pequeno volume de metanol e com a ajuda de um
instrumento de insercéo de frits de SPE (da Supelco), garantia-se um bom empacotamento da massa de
xerogel.

Na figura 2.5 apresenta-se um exemplo de um cartucho de SPE com um xerogel empacotado

tendo em conta as etapas descritas antertormente.

Figura 2.5 — Exemplo de um cartucho de SPE empacotado com uma determinada massa de xcrogel (no caso
xerogel calcinado)
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2.2.4 Preparacdo de filmes das solucoes de MIP/NIP em superficies de
titanio

o Preparacio dos substratos para a realizacido do Spin-Coating

Para realizar o Spin-Coating adaptou-se um eléctrodo rotativo, da Radiometer Analytical e
modelo CTV 101 Speed Control Unit, com capacidade de 0 a 5000 rpm.

No Apéndice 2 encontram-se algumas consideragdes sobre a técnica de Spin-Coating.

O titanio (folha de titdnio de 0,127 mm de espessura, com uma pureza de 99,7% da Aldrich)
era recortado num disco de didmetro idéntico ao eléctrodo de ago e, antes da sua utilizagdo, sofria o
seguinte tratamento:

-lavagem durante 15 minutos em dgua ultrapura em ultra-sons;

-imersdo numa solu¢do de NaOH 1,00 mol/L durante | hora;

-lavagem com 4gua ultrapura, seguido de uma solugdo de HCI 0,100 mol/L, novamente lavado
com 4gua, e finalmente com etanol;

-secagem a temperatura ambiente.

As superficies de titinio, apds sofrerem o tratamento descrito, foram colocadas na cabega do
eléctrodo com cuidado evitando o minimo contacto com a superficie onde se iria depositar o filme. De
forma a realizar o Spin-Coating foi usada uma pasta aderente entre o ago e a superficie de titAnio

(figura 2.6), para garantir que a superficie de titdnio ndo saltasse ou se virasse ao contrdrio destruindo

o filme.

F igurd 2.6 -
Coating

abega do eléctrodo com a superficie de titdnio ¢ a pasla aderente para a realizagdo do Spin-

o Realizacio do processo de Spin-Coating

Obtiveram-se filmes por Spin-Coating das solugdes de SG correspondentes a todos os

conjuntos MIP/NIP.
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O procedimento consistiu em colocar 14 pL da solugdo de SG respectiva no centro da
superficie de titAnio e permitir a rotagdo durante 1 minuto a 5000 rpm. Os filmes obtidos eram finos,

regulares e bem espalhados.

o Tratamento com MeOH quente e extraccio de PEG

As superficies de titinio foram colocadas em tubos PCR com MeOH e colocadas num banho a
uma temperatura de 60°C durante 3 horas. No caso das superficies de titdnio com a solugdo de SG
correspondente ao MIP/NIP 2, 3 ¢ 7 (com PEG) foram ainda colocadas num novo tubo de PCR com a
solugdo de NH; durante 15 minutos.

As superficies de titAnio eram deixadas a secar a temperatura ambiente (protegidas do po).

o Tratamento de Silanizacio

As superficies de titAnio com os filmes das solu¢des de SG correspondentes aos conjuntos
MIP/NIP 4 a 7 foram colocadas em tubos PCR com 1,00 mL de MOTMS durante 2 horas em agitagio
no agitador de vértice a 400 rpm. Finalmente, as superficies de titdnio eram lavadas com metanol e

deixadas a secar a temperatura ambiente (protegidas do pé).

o Tratamento de Calcinacio

As superficies de titinio com os filmes das solugdes de SG correspondentes aos conjuntos
MIP/NIP 4 a 7 foram colocadas na mufla a 100°C durante 10 minutos e, posteriormente, durante 1

hora a uma temperatura de 400°C.

2.3 Avaliacao dos MIX/NIX produzidos como sorventes de SPE

2.3.1 Procedimento de SPE realizado nos cartuxos produzidos

Os cartuchos de SPE com os sorventes MIXs e NIXs produzidos sofreram um tratamento
muito semelhante ao tratamento convencional dos 4 passos basicos de SPE apresentado anteriormente
(subcapitulo 1.3.1). Uma vez que todos os estudos realizados foram com solugdes padrio de CAP,
apos a retengdo passou-se directamente para a elui¢do, seguido de uma limpeza do enchimento, para o
caso de existir CAP retido que ndo tivesse sido eficientemente eluido. Nao foi efectuado o passo de
lavagem da coluna uma vez que ndo existiam espécies interferentes nas solugdes utilizadas.

A avaliacdo de eficiéncia dos cartuchos produzidos com todos os MIXs e NIXs foi realizada

imediatamente apds a sua manufacturagao.
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Assim, o procedimento padrdo para avaliar os xerogéis produzidos foi:

s Condicionamento do enchimento: fez-se passar 1,00 mL metanol e, sem deixar secar,
passou-se 1,00 mL de solvente da solugéo carga;

*  Retencd@o: sem deixar secar o enchimento, passou-se 1,00 mL da solu¢do carga a um fluxo
de aproximadamente 0,500 mL/min;

= Deixou-se secar por 5 minutos em vaicuo;

»  Eluigdo: passou-se 1,00 mL de metanol, e apés um ligeiro vacuo, fez-se passar mais 1,00
mL de metanol;

» Limpeza do enchimento: fez-se passar 5,00 mL de metanol lentamente, seguido de um

pouco de vicuo.

E de referir que, antes de realizar o procedimento de SPE descrito, fez-se passar, por todos os
cartuchos de SPE manufacturados, 1,00 mL de metanol recolhido e analisado, com o intuito de
verificar se existia libertagio de TAP. Caso tal se verificasse o MIX em questdo era lavado com

metanol até que a drea do pico cromatogrifico correspondente ao TAP fosse ndo quantificdvel.

Uma solugio padrio de CAP 1000 ug/mL, diluida em metanol, era preparada mensalmente e
guardada no frigorifico. As dilui¢des dessa solugdo eram efectuadas apenas aquando do seu uso.”

Essas solucgdes, as solugdes carga de SPE, tinham a concentragdo de 1,00 pg/mL.

Utilizaram-se trés solugdes carga diferentes:

1. solugdo de CAP diluida em dgua ultrapura (100% H,0);

2. solugdo de CAP diluida numa propor¢do volimica 50:50 em dgua ultrapura e MeOH (50%
H,0:50% MeOH);

3. solu¢do de CAP diluida numa propor¢do volimica 10:90 em édgua ultrapura e MeOH (10%
H,0:90% MeOH).

Todos os volumes passados pelos cartuchos foram devidamente recolhidos. O procedimento
de SPE descrito anteriormente foi realizado com a ajuda de um sistema de SPE em vicuo (Lichrolut

Solid Phase Extraction Vacuum Manifold da Merck e bomba de vicuo da VWR).

2.3.2 Deteccio e quantificacao do CAP por HPLC-UV

Todas as frac¢des recolhidas anteriormente foram analisadas por Cromatografia Liquida de

Elevada Eficiéncia com deteccdo espectrofotométrica.
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A solugio carga, solug@o de CAP, possuia uma concentragio de 1,00 ug/mL pois foi a menor
concentragdo para a qual se obtinha um pico cromatografico bem definido, apesar das condigdes

cromatogréficas utilizadas permitirem a detec¢iio do CAP a concentragdes menores.

o Condi¢cdes Cromatograficas

O eluente utilizado foi uma mistura de H,O:MeOH, na propor¢do volimica (%) de
60:40.%*°%™ Antes da sua utilizacio este era devidamente desgaseificado em ultra-sons.
Todas as andlises cromatogréficas foram realizadas a um fluxo de 0,800 mL/min no modo

isocratico.

A coluna cromatografica utilizada foi uma coluna de fase reversa Alltima HP Cy da Alltech
(150 x 4,6 mm, 3 ym de didmetro das particulas e tamanho do poro de 190 A), a pré-coluna
cromatografica foi Alltima HP Cg da Alltech (modelo Guard 7,5 x 4,6 mm, e 5 um de didmetro das

particulas) e a seringa de injeccdo utilizada era da Hamilton 710 NR com 100 pL de capacidade.

Utilizaram-se dois comprimentos de onda de detecgdo, 270 e 224 nm, que sdo os
comprimentos de onda em que o cloranfenicol e o tianfenicol apresentam uma absor¢do méaxima,
respectivamente.

O HPLC-UV utilizado foi da Perkin Elmer, figura 2.7, cujas caracteristicas se encontram

apresentadas na tabela 2.3.

Figura 2.7 - HPLC-UV utilizado
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Tabela 2.3 — Caracteristicas do HPLC-UV utilizado
Bomba Series 200 Pump da Perkin Elmer

Detector Series 200 UV/Vis Detector da Perkin Elmer

Interface Data Handling System dot Link da Perkin Elmer

Injector Modelo 7125, com um loop de 20 pL, da Rheodyne

Software TotalChrom Navigator

2.4 Medicao dos angulos de contacto das superficies de titanio
preparadas

Os angulos de contacto foram obtidos em diferentes etapas, nomeadamente:
* apds a obtencdo do filme;
= apds o tratamento com MeOH quente e extracgdo de PEG quando necessdrio;
* apds o tratamento de silanizagio;

» apds o tratamento da calcinagéo.

modelo WV-BL200/B.

Figura 2.8 — Aparelho utilizado na medigdo dos angulos de contacto

O programa utilizado parar capturar a imagem da gota de dgua na superfiicie de titdnio foi o
Optimas v.4.01. O angulo de contacto foi obtido através do programa Image J. Para tal utilizou-se o
transferidor do programa, e mediu-se o 4ngulo que a gota adquiriu em contacto com a superficie de

titanio.
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2.5 Analise por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) com Refletancia Total
Atenuada (ATR) dos Xerogéis produzidos

Os espectros de FTIR-ATR foram obtidos entre 1400-600 cm™', com o espectrofotdmetro
Bruker Tensor 27, com uma resolugdo de 2,00 cm™ e com a colecgdo de 100 scans.
Foram realizados espectros para os MIPs 4 a 7, 2 meses apés a produg@o e 2 meses apds terem

sido calcinados e silanizados.

2.6 Analise por Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)
dos Xerogéis produzidos

Foi seleccionado um conjunto de xerogéis que foram analisadas no Centro de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP) utilizando a Microscopia Electrénica de Varrimento Ambiental em
alto vacuo, de alta resolugdo, com Microandlise por Raios X. O microscopio utilizado foi o FEI

Quanta 400FEG / EDAX Genesis X4M, com uma resolugio de 1,20 nm.

Esses xerogéis foram colados num suporte de amostra para SEM com uma fita dupla face
(figura 2.9). Na andlise das amostras utilizou-se o processo de pulverizagdo a revestir as amostras, para

criar um fino filme de ouro, tornando as amostras condutoras.

Figura 2.9 — Suporte da amostra para o SEM apés tratamento da amostra.
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Preparaciio de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extraccdo em Fase Sélida através da técnica de Impressdo Molecular

Discussdo

3.1 Obtencio da mistura reaccional inicial de SG

O objectivo do trabalho experimental era desenvolver um MIP selectivo a cloranfenicol, que
utilizasse a técnica de polimerizagdo de SG. Era necessdrio encontrar o MF que criasse com o CAP o

complexo MF-CAP mais estdvel, através de uma Impressdo ndo-covalente.

O UPTMOS foi o mondémero funcional escolhido através de um estudo computacional, que
contemplou os seguintes mondmeros: carboxietiltrimetilsilano, [3-(fenilamino)propil]trimetoxisilano,
(pentafluorofenil)trietoxisilano, aminotrimetoxisilano, 4cido 3-(triidroxixisil)-1-propanesulfénico,
tetrametoxisilano, e o ureidopropiltrimetoxisilano (UPTMOS). Esse estudo de modelagdo molecular
aplicou célculos ab-initio Hartree-Fock com correc¢do BSSE (Basis Set Superposition Error), visando
a determinagio do complexo mais estdvel entre a molécula alvo e o monémero funcional. Um estudo
computacional com o mesmo propdsito havia sido ja realizado no grupo de investigagdo, tendo-se
verificado que a escolha do MF adequado tem uma grande influéncia na capacidade de impressdo dos

xerogéis produzidos. Mais detalhes sobre o método encontram-se no trabalho de Azenha et al.”.

As ligagdes ndo-covalentes que acontecem entre o MF e o CAP sdo, essencialmente, pontes de
hidrogénio, podendo ocorrer eventualmente interac¢des de van der Waals (dipolo-dipolo induzido).
Presume-se que as ligacdes por pontes de hidrogénio ocorram como demonstrado na figura 3.1, uma
vez que esta é a disposi¢do encontrada como a mais estdvel para o complexo UPTMOS-CAP. Contudo
a disposicdo das moléculas (MF e CAP) na rede polimérica ndo é conhecida podendo ocorrer outras

interacgdes.
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Figura 3.1 — Esquema da possibilidade de liga¢do de uma molécula de CAP com duas moléculas de UPTMOS
Legenda: Carbono — cinzento; Cloro — verde; Hidrogénio — branco; Oxigénio — vermelho; Silicio — azul claro;
Azoto — azul-escuro.

A escolha dos restantes reagentes, nomeadamente o tetrametoxisilano, metanol, &cido
trifluoroacético, teve como base trabalhos laboratoriais semelhantes (Azenha et al.”®), ou seja, cujo
objectivo principal era a obtengdo de Polimeros de Impressdo Molecular como sorventes de SPE. O
TMOS € um dos silanos mais utilizados como agente de entrelagamento. O metanol também é um dos
co-solventes mais utilizados nas misturas de SG. O TFA é um é&cido carboxilico reactivo, funcionando
como um bom catalisador em reac¢des de polimerizagdo e condensacdo. Sob catalise dcida a hidrélise
acontece mais rapidamente e a condensagdo ocorre preferencialmente entre os grupos silanol (Si-OH)
localizados nos monémeros e no final dos polimeros.”® A propor¢ao molar H,O:Si inicial foi de 5:1
com o intuito de permitir uma hidrélise mais rdpida e completa, assim como a dissolugdo do

polietilenoglicol (PEG) na mistura reaccional.




Preparaciio de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extrac¢éio em Fase Sélida através da técnica de Impress@o Molecular

O tamanho dos poros e as propriedades mecanicas dos géis podem ser variados com a adigio
de PEG (H-[O-CH,-CH,],-O-H) ao sol. Além de macroporos, os xerogéis preparados com PEG
também exibem porosidade texturada originada dos vazios entre as particulas primdrias de silica que
formam a fase de silica gel.*®

Os poros podem ser divididos em microporos, com tamanho inferior a 2 nm, mesoporos, com
tamanho entre 2 — 50 nm, e macroporos, com tamanho superior a 50 nm. Aplicagdes préticas requerem
materiais mesoporosos contendo estruturas de poros hierarquicos a diferentes comprimentos de escala
com o intuito de atingir fun¢Ges altamente organizadas, uma vez que a limitada difusdo de substratos
confinados a nanocanais pode ser um problema. Do ponto de vista de aplicagdes, os locais activos
geralmente estdo localizados em micro e mesoporos, enquanto os macroporos favorecem a
transferéncia de massa e reduzem as limitagdes de transporte. Tal € particularmente importante para
moléculas largas e em sistemas viscosos, onde a taxa de difusdo € baixa. De forma a melhorar o
comportamento dessas aplicagdes, tais materiais devem possuir macroporos ajustdveis e bem
definidos, tipos de mesoporos de diferentes tamanhos interconectados nas paredes dos macroporos.
Em todo o polimero, os poros largos devem ser ligados por poros mais pequenos. Assim, existe 0

desafio de fabricar materiais hierdrquicos com controlo individual do tamanho e estrutura dos poros.”’

Outra fun¢do do PEG € servir como agente de molecular crowding, ou seja, ocupar uma
grande parte do volume da mistura, podendo alterar a difusdo, hidratagdo e outras propriedades das
restantes moléculas em solugio. Estudos recentes demonstraram que molecular crowding em células
bioldgicas afecta a estabilidade de estruturas ordenadas de biopolimeros e promove a associagdo de

1.”® consideraram que molecular crowding pode contribuir para a formagio

biomoléculas.”® Matsui et a
do complexo MF-molécula molde ao ajudar na aproximagdo dos dois compostos, promovendo assim

uma Impressdo Molecular mais eficiente.

Um problema comum nos MISPE € o facto da molécula molde ficar fortemente ligada ao
xerogel apds extrac¢do. Usualmente mais do que 1% da quantidade da molécula molde fica retida e
continua ligada mesmo ap6s uma lavagem cuidadosa do xerogel. Tal pode nfo constituir um problema
quando o xerogel é usado em catdlise, mas quando o material € para ser usado na preparacdo de
amostras para a quantificagdo analitica de baixas concentragdes de analito, o facto de sc libertarem
residuos da molécula molde que ficou retida podera provocar falsos resultados. Uma forma de
contornar este problema é aquando da preparacdo do polimero, utilizando como molécula molde, na
impressdo, ndo o analito/molécula alvo em questdo mas uma molécula andloga.”® No caso em questio

a molécula molde utilizada foi o tianfenicol (TAP). Esta abordagem foi j4 utilizada para a preparago

de MIPs acrilatos comerciais para determinagdo de CAP.”
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3.2 Apresentacio dos resultados da avaliacdo de eficiéncia dos

conjuntos MIX/NIX produzidos como sorventes de SPE

3.2.1 Resultados preliminares (conjuntos MIX/NIX 1 a 3)

Apo6s a obtencdo dos cartuchos de SPE com os conjuntos MIX/NIX 1 a 3 avaliou-se a sua
eficiéncia ao fazer passar uma soluc¢éo carga de CAP de 1,00 pg/mL em 100% H,O. O procedimento
de SPE referido foi realizado consecutivamente 3 vezes (n=3) para todos os conjuntos MIX/NIX
produzidos no trabalho experimental.

Os resultados obtidos com os cartuchos de SPE MIX/NIX 1 encontram-se exemplificados na

figura 3.2.
Capacidade de retencdo de CAP do conjunto
MIX/NIX 1
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.E
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Figura 3.2 — Representacdo da capacidade de retencgio dos cartuchos de SPE MIX/NIX 1 para n=3
*solucdo SG I com H,0:S1 5:1, UPTMOS, TMOS, TFA e MeOH

Os resultados foram obtidos por andlise do cromatograma da solugdo carga de CAP de 1,00
pug/mL e do cromatograma do volume recolhido apds a etapa de reteng@o. Assim, a drea do pico
cromatografico do cromatograma do volume recolhido apds a etapa de retengio corresponde a drea de
CAP ndo retido (% de ndo retencdo). A diferenca de valores é a % retida de CAP no xerogel
produzido. Na figura 3.3 encontram-se os cromatogramas exemplificativos obtidos para a solugao

carga e para o eluato de um cartucho de SPE com um MIX produzido neste trabalho.
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solugio carga
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Figura 3.3 — Cromatogramas exemplificativos obtidos para a solugdo carga e para o cluato de um cartucho de
SPE de um MIX produzido neste trabalho (Eixo X = tempo de retengdo/minutos)

Analisando os resultados apresentados (figura 3.2) verifica-se que ndo existe diferenca
significativa na capacidade de reter o CAP para os cartuchos de SPE MIX e NIX 1, sendo que os dois
foram capazes de o reter praticamente na totalidade. O facto de o MIX 1 e NIX | possuirem ambos
grande afinidade ao CAP pode dever-se a liga¢des por pontes de hidrogénio, e/ou interacgdes dipolo-
dipolo existentes entre a molécula de CAP e a rede polimérica com grupos silanol residuais, ndo
salientando qualquer efeito de impressdo. O facto de os xerogéis apresentarem a mesma capacidade de
retengdo também pode dever-se a uma elevada compatibilidade entre as moléculas de CAP e o sistema

poroso que os géis apresentavam, pelo que o CAP pode ter ficado retido na malha porosa dos xerogéis.

Xerogéis dos MIP e NIP 1 foram analisados por SEM (Microscopia Electrénica de

Varrimento), cujos resultados estdo apresentados nas figuras 3.4 e 3.5.
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Figura 3.4 — Imagens obtidas por SEM. A — superficie do xerogel MIP 1; B — superficie do xerogel NIP 1
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Figura 3.5 — Espectros EDXS obtidos das imagens SEM anteriores. Al — espectro EDXS da zona marcada
como ZI na figura 3.3A; A2 - espectro EDXS da zona marcada como Z2 na figura 3.3A; B! — espectro EDXS
da zona marcada como Z1 na figura 3.3B (EDXS - Espectroscopia de Dispersdo de Energia de Raios X — técnica
que permite a identificagdo dos elementos quimicos a superficie de uma amostra)

Na figura 3.4 € possivel observar na superficie do xerogel MIP 1 aglomeragdes de forma
geométrica regular com aspecto de cristal. Pelo espectro EDXS Al, da figura 3.5, devido a presenga
de dtomos de enxofre e cloro, pode dizer-se que € o tianfenicol, uma vez que foi a unica espécie da
mistura reaccional que continha estes dtomos. A imagem obtida mostra que o TAP foi forcado a
deslocar-se para a superficie da rede polimérica separando-se da fase de gel, ndo podendo ter ocorrido

a Impressdo Molecular em extensdo aprecidvel.

Vdrias caracteristicas das estruturas da molécula molde determinam a forga e a selectividade
de um local de impressdo. Em certos casos, estes factores sdo interdependentes e a sua importancia

pode variar dependendo de outros factores, tais como o meio onde ocorre a ligagio e a temperatura.*
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Zhang et al.®' demonstraram que a contribui¢do mais significativa para o reconhecimento
molecular na impressio polimérica se encontra baseada na forga da pré-polimeriza¢do na formagao do
complexo MF-molécula molde. Quando realizaram a impressio de uma série de dcidos
hidroxibenzéicos estruturalmente relacionados, descobriram que a capacidade do MIP realizar
reconhecimento molecular baseado em pontes de hidrogénio diminufa com moléculas alvo capazes de
formar pontes de hidrogénio intramoleculares. Alids, em certos casos ndo € observada a produgdo de
qualquer efeito de impressdo.

Shin e Kim® apresentaram um trabalho sobre tianfenicol no qual obtiveram cristais
prismaticos e transparentes de tianfenicol de forma ortorémbica, através da evaporagio lenta de TAP
numa solugdo de etanol a temperatura ambiente. Os cristais de TAP ndo formavam pontes de
hidrogénio intramoleculares e o grupo propanediol encontrava-se completamente estendido na
molécula de TAP. Contudo, os cristais eram formados devido as moléculas de TAP estarem ligadas
por uma rede tridimensional de pontes de hidrogénio.

Observando a figura 3.4 e considerando o trabalho de Shin e Kim pode-se dizer que a mistura
reaccional SG | ndo possufa o ambiente quimico necessdrio com o qual o TAP tivesse afinidade e
realizasse ligacdes ndo-covalentes com o MF, levando a uma agregacdo e migragdo do TAP

(separagdo da fase de gel) para a superficie do xerogel, criando os cristais visiveis.

O espectro da zona A2 da figura 3.5 é muito semelhante ao espectro da zona B1 do xerogel
NIP I. Se considerar que a maior parte da quantidade de TAP incluido na mistura reaccional foi para a

superficie do xerogel, apds a extrac¢do por Soxhlet, os MIX e NIX obtidos seriam praticamente iguais.

Tendo em conta a mistura reaccional SG 1 preparam-se outros conjuntos MIP/NIP que
incluiam na mistura um agente porogénico de elevada massa molecular, o polietilenoglicol. O PEG
utilizado nestes conjuntos possuia uma massa molar de 35000. O porogénico a utilizar teria que ser

hidrofilico e soliivel em 4gua, caracteristicas do PEG.

A massa molecular do PEG e a sua quantidade em solucdo afecta a capacidade de adsorgao
alterando a estrutura dos poros, pelo que inicialmente se prepararam outros conjuntos de polimeros no
qual se variaram a massa molar e a massa colocada na mistura reaccional. As variagdes referidas
foram efectuadas na solugdo de SG 1, na qual em vez de PEG 35000, se colocaram 1,20 g de PEG
6000, 0,400 g de PEG 6000 e 0,400 g de PEG 1000. O objectivo seria encontrar a massa molar € a
propor¢do molar correcta que permitisse a melhor difusio das moléculas de CAP pelos poros do
xerogel produzido e que, consecutivamente, permitiria a passagem por uma maior 4rea superficial do

xerogel contribuindo para maiores probabilidades de re-ligagdes ndo-covalentes.
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A extrac¢do de PEG utilizando uma solugido quente de amoniaco (pela quebra das pontes de
hidrogénio) foi a opcdo tomada, pois permite uma reorganizagio estrutural da rede de polisiloxanos
fornecendo estabilidade quimica e mecanica  estrutura do poro.****

A figura 3.6 demonstra os resultados obtidos na avaliagéo da eficiéncia dos cartuchos de SPE

produzidos com o MIX e NIX 2 e 3.

Capacidade de retenciao de CAP do conjunto
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Figura 3.6 — Representagiio da capacidade de retenc¢do dos cartuchos de SPE MIX/NIX 2 e 3 para n=3
*solugdo SG 2 com H,0:Si 5:1, PEG 35000, TMOS, TFA e MeOH; solug¢do SG 3 com H,0:Si1 5:1, PEG 35000,
UPTMOS, TMOS, TFA ¢ MeOH

Na avaliacdo de eficiéncia destes conjuntos de MIX e NIX, no passo de retengdo sé foi
utilizada a solugdo 100% H,O. Também com estes conjuntos ndo existem diferengas expressivas nas
capacidades de reten¢do entre o MIX e o NIX correspondente.

Relembrando, a diferenca entre o MIX/NIX 1 e o MIX/NIX 3 € a inclusdo do PEG 35000.
Contudo, ao contrdrio do esperado ndo se observou diferenga nas % de retengdes. No MIX/NIX 2 ndo
foi incluido o monémero funcional UPTMOS, observando-se uma diminui¢do na % de retengdo do
CAP. Atendendo a estes resultados pode-se entender que o UPTMOS contribui no nimero de ligagdes
entre 0 CAP e o xerogel. A disposi¢cdo do MF na rede polimérica, que ndo é conhecida e pode ocorrer
de forma aleatéria, pode levar a uma microestrutura polimérica que favorece a formagdo de um maior

nimero de locais de adsor¢do ndo especificos.
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Os xerogéis dos MIP/NIP 2 e 3 foram analisados por SEM e os resultados obtidos foram em
tudo semelhantes aos apresentados nas figuras 3.4 ¢ 3.5. Ou seja, observou-se a formagio de cristais

de TAP nas superficies dos xerogéis MIPs.

Além dos xerogéis MIP/NIP 1 a 3, foram também analisados por SEM os conjuntos MIX/NIX
produzidos com diferentes quantidades e massa molar de PEG mencionados anteriormente. Contudo,
os resultados obtidos foram os mesmos, pelo que o resto do processo de fabricagdo destes xerogéis,

como enchimentos de cartuchos de SPE, foi abandonado.

Matsui er al.”® demonstraram no seu trabalho que molecular crowding pode ser utilizado na
sintese de sorventes de Polimeros de Impressdo Molecular conferindo-lhes maior selectividade.
Contudo, também afirmaram que € dificil prever quais as macromoléculas que podem ser mais
adequadas para contribuir neste tipo de impressdo porque a influéncia de cada caracteristica dos
polimeros como agentes de molecular crowding ainda sdo pouco conhecidas e percebida. Além disso
molecular crowding em solventes orginicos deve ser significativamente diferente de solventes
aquosos.”®

Os MIXs e NIXs 2 e 3 foram produzidos sob condi¢do de molecular crowding. Na presenca
do PEG, a mistura reaccional ndo mostrou um ambiente quimico favordvel a formagdo do complexo

MEF-TAP, pelo que o TAP continuou a interligar-se e a formar cristais na superficie dos xerogéis.

A capacidade de reconhecimento do material de Impressdo Molecular € crucialmente
dependente na natureza do polimero anfitrido. A maior parte dos MIPs descritos na literatura contém
locais de ligagdo que possuem uma grande variedade de afinidades, o que influencia fortemente os

L%, a natureza exacta do processo de

seus desempenhos. Contudo, segundo Guardia et a
reconhecimento foi mal interpretado na maioria dos casos. Guardia e colaboradores afirmaram que
nenhuns dos estudos publicados na drea da Impressdo Molecular com matrizes hibridas organico-
inorgénicas (SG) forneceram provas conclusivas do processo de reconhecimento.®

186

Pinel et al.™ utilizaram a quimica de SG para produzir um gel com (-)-mentol como molécula

molde, mas descobriram que a adsor¢@o ndo mostrava qualquer diferenca entre o MIP € o NIP.

Hunnius et al.* apresentaram um trabalho em 1999 que teve como grande incentivo os
diversos problemas encontrados na reprodugio de resultados obtidos para a adsor¢do competitiva entre
o (-)-borneol e o (+)-fencol. O trabalho desenvolvido consistiu numa solugdo reaccional primaria com
tretaetiletoxisilano, metiltrimetoxisilano, (-)-borniloxisilano e/ou (+)-fencilloxitrietoxilano, 4cido
cloridrico e etanol, cujos polimeros produzidos ndo apresentaram diferencas de adsorgdo entre o (-)-

borneol e/ou (+)-fencol, respectivamente, comparativamente com o (-)-campor. Ao alternar factores

68



Preparacdo de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extraccdo em Fase Sélida através da técnica de Impressdo Molecular

como a quantidade de 4cido e agua adicionada verificaram que a adsor¢do ndo se correlacionava com a
molécula molde utilizada, mas as diferentes condi¢des de preparagdo da mistura reaccional é que
conduziam a diferentes selectividades, que podem ter levado a diferencas nas superficies do gel. No
referido estudo, testaram também diferentes formas de extrac¢cdo da molécula molde, a calcinagdo, a
extrac¢do por Soxhlet e a extracg@o oxidativa, contudo ndo existiu indica¢do de uma correcta obtengao

~ . 9
de adsorgio selectiva.’

3.2.2 Resultados da segunda fase do trabalho experimental (conjuntos

MIX/NIX 4 a 7)

Tendo em conta os resultados obtidos surgiu a necessidade de procurar novas solugdes de SG
em que ndo ocorresse a separacdo de fases anteriormente verificada, pelo que se prepararam 9 novas
experiéncias tendo como ponto de partida a mistura SG 1. Neste conjunto de experiéncias fez-se uma
das seguintes alteracdes: ndo foi adicionada dgua mantendo a mesma quantidade inicial de alcoxidos
de silicio, alterou-se a propor¢do molar H,O:Si para 1:1, retirou-se o co-solvente metanol,
experimentou-se o tetrahidrofurano como co-solvente e substituiu-se o TFA por NaOH.

Apods gelificacdo, os xerogéis de cada mistura foram observados no Microscopio de
Polarizac¢do. Sendo uma técnica mais facil e rdpida do que o SEM, que também permite a visualizago
da formagdo de cristais na superficie do xerogel com qualidade, foi a op¢do para procurar novas
misturas reaccionais mais promissoras. O principal factor a ter em conta para a exclusdo da
experiéncia foi a observacdo de cristais & superficie do xerogel. No Apéndice 3 encontra-se a descri¢do

das experiéncias realizadas e excluidas na segunda fase do trabalho experimental.

Ao observar as imagens dos xerogéis obtidas por Microscopia de Polarizagdo das experiéncias
realizadas pode-se constatar que a quantidade molar de 4gua foi um factor muito importante na
preparagdo de xerogéis, ou seja, a utilizagdo de menor quantidade dgua, torna o meio menos polar e

consequentemente evita a separacdo de fases.

Desse conjunto de experiéncias produziu-se os conjuntos MIP/NIP designados dc 4 (solucdo
de SG igual a SG 1 mas sem adi¢do de H,O), 5 (solugdo de SG com NaOH como catalisador com
proporcdo molar H,O:Si de 3:1), 6 (solug@o de SG com propor¢do molar H,O:Si de 1:1) e 7 (solugdo
de SG igual a SG 6 mas com adi¢do de PEG 6000).

Nestes conjuntos de MIP/NIP realizaram-se outros tratamentos pos-produgido dos géis: a

silaniza¢do e a calcinagdo. Experimentou-se, também, variar a constitui¢do da solugio carga utilizada

na etapa de retencéo.
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Os xerogéis dos NIP 4, NIP 5, MIP 6 e MIP 7 foram analisados por SEM. As imagens obtidas

encontram-se nas figuras seguintes.

Xerogel NIP 4 Xerogel NIP 5
Figura 3.7 - Imagens obtidas por SEM das superficies dos xerogéis NIP 4 ¢ NIP 5

Xerogel MIP 6 Xerogel MIP 7
Figura 3.8 — Imagens obtidas por SEM das superficies dos xerogéis MIP 6 e MIP 7

Observando as figuras 3.7 e 3.8 o xerogel NIP 4 apresentou poros maiores na sua superficie, o
que ndo significa que o seu interior seja mais poroso. O xerogel NIP 5 e MIP 6 apresentam superficies
mais densas. A imagem SEM do xerogel MIP 7 foi idéntica as obtidas para o grupo de xerogéis MIP 1
a 3, isto é, observou-se a presenca de cristais de TAP na superficie do xerogel. Tendo em conta as
observages realizadas anteriormente, pode dizer-se que a mistura reaccional com o PEG, formou um
meio ndo favordvel A realiza¢do de ligagOes ndo-covalentes do TAP com o gel, pelo que o TAP sentiu

maior afinidade por ele préprio cristalizando na superficie do xerogel.
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3.2.2.1 Resultados dos conjuntos MIX/NIX 4 a 7 com extrac¢iio da molécula molde por Soxhlet

Um dos maiores problemas da Impressio ndo-covalente € o facto de vdrios MF se encontrarem
espalhados pela rede polimérica, fora das cavidades receptoras. Isto leva a muitas interac¢Oes néo
especificas num local entre a molécula alvo e o polimero, o que ¢ indesejado na aplicagao pratica do
polimero.® Com este conjunto de MIXs e NIXs (excepto MIX 7 onde se observou cristais de TAP)
seria de esperar que a Impressdo Molecular se evidenciasse, contudo as interacgdes ndo especificas
predominaram.

Para obter informagdes acerca do caricter hidrofilico/hidrofébico dos xerogéis produzidos,
obtiveram-se os angulos de contacto (Apéndice 4) de superficies revestidas com filmes de SG
correspondente a cada MIP e NIP e nas diversas situagdes de producdo dos respectivos enchimentos
de SPE.

As superficies de titAnio revestidas com as misturas reaccionais testadas foram obtidas pela
técnica de revestimento de Spin-Coating. As caracteristicas microestruturais de filmes finos
relativamente aos xerogéis podem ser consideravelmente diferentes mesmo quando sdo preparados
com o mesmo sol porque na formagao do filme por Spin-Coating a gelificagdo ocorre simultaneamente
com a evaporagdo. Em geral, filmes finos sdo considerados menos porosos do que os xerogéis.”®
Assim a caracteriza¢do da hidrofilicidade/hidrofobicidade por esta técnica permite obter informagdes
sobre a tendéncia de molhabilidade dos xerogéis com os diversos tratamentos a que s3o sujeitos, mas

ndo se pode assumir que os valores dos angulos de contacto obtidos sdo os reais.

A tabela 3.1 apresenta os resultados obtidos nas condi¢des em que foram obtidos os diversos
angulos de contacto dos filmes das solugdes de SG MIP/NIP 4 a 7. Os valores apresentados de dngulos

de contacto correspondem a média de dois ensaios.

Tabela 3.1 — Resultados obtidos nas medigdes dos dngulos de contacto com filmes de SG MIP/NIP 4 a 7 em
diferentes etapas de produgdo (n = 2)

a extraccio por | Apds a extracgo por

uente (%) MeOH quente/NH; (%)
MIP 4 49 — 56 72
NIP 4 44 - 48 47 -53 -
MIP 5 34 -39 56 - 57
NIP 5 36 - 38 47 -48 ——--
MIP 6 41 -43 45 - 46
NIP 6 39 -40 42 - 44 ———
MIP 7 35-139 42
NIP 7 38 -41 - 54

Ao considerar que dngulos superiores a 90° sdo substancias hidrofdbicas, e angulos de valores

inferiores a 30° sdo hidrofilicos, estes polimeros encontram-se no meio, contudo ha que ressaltar que a
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extraccio por Soxhlet e/ou tratamento com NH; tornou os polimeros menos hidrofilicos. Excepto com
o conjunto MIX/MIX 7 em que o angulo de contacto do NIX é maior, os 4ngulos de contacto dos

MIXs apresentam sempre valores superiores ao NIX correspondente.

Os resultados obtidos para a avaliagdo dos sorventes de SPE produzidos com os xerogéis
MIP/NIP 4 a 7 apresentam-se na figura 3.9. Numa andlise geral observa-se que a capacidade de
retencdo do MIX foi muito semelhante ao seu respectivo NIX, sendo que na maior parte dos casos
foram estatisticamente iguais. Deve-se ressaltar os casos em que a diferenga entre o MIX e o seu NIX
foi superior a 13%, como foi o caso do MIX 4 com a solugdo carga de 100% H,0, do MIX 6 com a
solugdio carga de 50% H,0:50% MeOH, e do MIX 5 com a solugdo carga de 10% H,0:90% MeOH.
Apesar da diferenga ndo ser muito grande foi uma indicagdo que pode ter existido algum efeito de
impressdo. O tempo de duragdo da etapa de retencdo pode ndo ter sido o mais adequado para se aferir
das diferengas MIX/NIX, uma vez que poderd ser muito curto para permitir uma completa difusio e

adsor¢do nos locais de reconhecimento.

A constitui¢do da solugdo carga foi alterada com o objectivo de verificar a influéncia da
composi¢io da solu¢do na capacidade de retengdo de CAP nos xerogéis. As alteragdes poderiam
evidenciar o efeito de impressdo e/ou diminuir as interac¢des ndo selectivas que possam ter
contribuido para a reten¢do do CAP na matriz do polimero. Ao aumentar a % de metanol na solugdo

carga, também se estava a alterar a polaridade da solugdo, tornando-a ligeiramente menos polar.
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Figura 3.9 — Representagio da capacidade de retengdo dos cartuchos de SPE MIX/NIX 4 a 7, com as diferentes solugdes carga (n=3)

*solugdo SG 4 com UPTMOS, TMOS, TFA e MeOH; solugio SG 5 com H,0:Si 3:1, UPTMOS. TMOS, MeOH e NaOH; solucdo SG 6 com H,0:Si 1:1, UPTMOS, TMOS,
MeOH e TFA; solucdo SG 7 com H,O:Si 1:1, UPTMOS, TMOS, MeOH, TFA e PEG 6000

Legenda: A — solugdo carga 100% H,O; B — solugio carga 50% H,0:50% MeOH; C — solugdo carga 10% H,0:90% MeOH;
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Durante a retengfio, a capacidade de molhabilidade dos polimeros € favorecida com a solugédo
carga de 100% H,O e a possibilidade de realizagdo de pontes de hidrogénio € favorecida por um meio
menos polar. Tendo em conta estes factores, torna-se dificil prever o comportamento em termos de
capacidade de retengdo dos xerogéis produzidos.

Tendo em conta a tabela 3.1, como ja foi referido, 2 medida que se aumenta a propor¢io molar
de 4gua na mistura reaccional dos xerogéis diminui ligeiramente a hidrofobicidade destes (excepto
com o xerogel NIP 7). Contudo, os xerogéis produzidos possuem caracteristicas intermédias, pelo que
a capacidade de molhabilidade dos xerogéis pode ser favorecida pela dgua. O CAP é uma molécula

pouco polar, possui aproximadamente um log K,, = 1,15 (coeficiente octanol-4gua)””"*

, pelo que
apesar de possuir alguma caracteristica hidrofilica, ¢ melhor solvatado por solventes como o metanol,

sendo mais retido em soluc¢des pouco polares.

Na generalidade, verificou-se uma tendéncia na diminui¢do da capacidade de retengdo ndo
especifica dos xerogéis produzidos a medida que a solugdo carga se torna menos polar. Esse efeito foi
mais evidenciado para o MIX 5 e 7, pelo que com a solugdo carga menos polar conseguiram
apresentar maiores diferencas entre o0 MIX e o seu NIX. O MIX 4 demonstrou algum efeito de
impressdo com a solugdo carga 100% H,O. Ao alterar a solugdo carga deixou de se verificar o efeito
de impressdo, pelo que o meio polar favoreceu a retengdo, onde deve ter ocorrido uma maior difusdo

de CAP pelo xerogel.

3.2.2.2 Resultados dos conjuntos MIX/NIX 4 a 7 produzidos com o tratamento de silaniza¢io

As interacgdes idnicas e nio especificas sdo consideradas como as maiores desvantagens em
Polimeros de Impressdo Molecular, que podem ser prevenidas até uma extensdo considerdvel pelo
tratamento de silanizagdo dos grupos silanol residuais. Considera-se que o processo de silanizagdo
utilizado fez com que grupos residuais Si-OH fossem substituidos por Si-O-Si(CHs)s.

Este tratamento aumenta a hidrofobicidade do polimero, mas também previne a adsor¢do ndo
especifica da molécula alvo, podendo assim resultar num maior factor de impressdo. Os agentes de
silanizagdo mais utilizados sd3o o clorotrimetilsilano e hexametildisilazano, cujas utilizagdes se

3,899
encontram bem documentadas.”**%

Na tabela 3.2 encontram-se os resultados obtidos dos angulos de contacto dos filmes das
solugdes reaccionais SG MIP/NIP 4 a 7 ap6s o tratamento de silanizagdo. Tendo em conta a tabela 3.1
verificou-se que houve um ligeiro aumento no valor de angulo, o que se traduz por um pequeno

aumento de hidrofobicidade.
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Tabela 3.2 — Resultados obtidos nas mediges dos dngulos de contacto com filmes de SG MIP/NIP 4 a 7 ap6s a

silanizagéo (n=2)

....... ) pos a silanizagio ()

MIP 4 65 - 66
NIP 4 48 - 55
MIP 5 57-59
NIP 5 49 - 51
MIP 6 50

NIP 6 43 - 46
MIP 7 51-52
NIP 7 57-59

- |

A Espectroscopia de FTIR-ATR (Apéndice 5) foi aplicada para estudar possiveis alteragdes
nos xerogéis correspondente aos tratamentos a que foram sujeitos. Estudou-se a gama de nimero de
onda do espectro de Infravermelho entre 1400 — 600 cm’', pois é onde se espera que se evidencie as

alteragdes na rede polimérica devido a esses tratamentos.

Nas figuras 3.10 e 3.11 encontram-se os espectros de FTIR-ATR dos MIXs 4 a 6, dois meses
ap6s serem silanizados e dois meses apds a preparacdo da mistura reaccional. A gelificagdo destes
xerogéis ocorreu em cerca de dez dias, excepto a do MIX/NIX 5 que ocorreu em cerca de cinco dias,
isto €, os espectros foram obtidos apds S e 10 vezes o tempo de gelificagdo, respectivamente. Assim na
gama seleccionada considera-se que apenas devem surgir bandas relacionadas com a rede polimérica
de silica.

O espectro de FTIR-ATR do MIX 7, dois meses apds a preparacdo da mistura reaccional, ndo
foi possivel obter. Contudo o espectro obtido para o MIX 7 silanizado era idéntico ao espectro obtido

com o MIX 4 silanizado.

75



MIX 4 MIX § MIX 6

A,

B

1500 1300 1100 900 700 500 1500 1300 1100 900 700 500 1500 1300 1100 900 700 500

nimero de onda (cm!) nimero de onda (cm’!) niimero de onda (cm!)

Figura 3.10 — Representagio dos espectros de FTIR-ATR dos MIXs 4 a 6 retirados 2 meses apds a preparagio (cor lilds claro) e 2 meses apoés a silanizagdo (cor preto)

76



Preparaciio de sorventes selectivos a Cloranfenicol para Extraccdo em Fase S6lida através da técnica de Impressdo Molecular

Nos espectros apresentados anteriormente observa-se uma banda de intensidade significativa
entre 1300 e 980 cm™ relacionada com as vibracdes da rede polimérica v-(Si-O-Si), semclhante para
todos os MIXs silanizados. Os MIXs ndo silanizados apresentaram ligeiros deslocamentos nessa
banda. O aumento da frequéncia/n® de onda da banda referida aumenta com a diminui¢io da proporgdo
dgua:alcéxidos de silicio, correspondendo a um aumento no entrelagamento da rede polimérica.

Seria de esperar uma diminui¢do na intensidade da banda entre 995 e 860 cm’ atribuida as
vibragdes v-(Si-OH). Tal acontece, mas em pequena dimensdo, o que pode ser uma indicagdo que a
silaniza¢do ndo ocorreu na extensio desejada.

No espectro obtido dois meses apés a silanizagdo do MIX 4 surge uma pequena banda ~850
cm’ atribuida as vibragdes v-(Si-O-CHs). A banda ~800 cm™ atribui-se a vibragdes de alongamento

simétrico v-(Si-0).)1*?

Foram produzidos sorventes de SPE dos conjuntos MIX/NIX 4 a 6 silanizados, cuja eficiéncia
foi avaliada ao fazer passar as solugdes carga 100% H,0O, 50% H,0:50% MeOH e 10% H,0:90%
MeOH. Os resultados obtidos na avaliagdo da capacidade de retengdo destes MIXs e NIXs encontram-

se apresentados na figura 3.11.
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Figura 3.11 - Representagio da capacidade de retengao dos cartuchos de SPE MIX/NIX 4 a 6 silanizados, com as diferentes solugdes carga (n=3)

*solugdo SG 4 com UPTMOS, TMOS, TFA e MeOH; solugdo SG 5 com H0:Si 3:1, UPTMOS, TMOS, MeOH e NaOH; solugio SG 6 com H,0:Si 1:1, UPTMOS, T™MOS,
MeOH e TFA

Legenda: A - solugdo carga 100% H,0; B - solugdo carga 50% H,0:50% MeOH; C - solugiio carga 10% H,0:90% MeOH
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Observando os resultados obtidos verificou-se que a silanizagdo ndo produziu os efeitos
esperados. Praticamente todos os conjuntos MIXs/NIXs foram capazes de reter o CAP, no tempo de
contacto utilizado, de uma forma estatisticamente igual ou muito préxima, desaparecendo as situagoes
referidas anteriormente onde era visivel algum efeito de impressdo. De acordo com os resultados da
caracterizagio de hidrofilicidade/hidrofobicidade das superficies revestidas (tabela 3.2), a silanizagdo
promove uma ligeira tendéncia hidrofébica dos xerogéis, contudo continuam a apresentar

caracteristicas intermédias.

Apesar de ndo se observar diferencas evidentes entre o0 MIX e o respectivo NIX houve, na
generalidade, uma diminuigdo da % de retengdo de CAP em comparacdo com os resultados anteriores,
provavelmente devido & diminuigdo do nimero de grupos silanol residuais disponiveis. Este facto
também pode ser influenciado pela quantidade de massa empacotada dos cartuchos de SPE ser menor
do que nos polimeros anteriores. E de salientar que como nos resultados anteriores (3.2.3.1) o conjunto
MIX/NIX 5 (com solugdo de NaOH) apresentou uma maior capacidade de retengdo ndo sclectiva, que

diminui com a utilizag@o de solucdes cargas menos polares.

Na figura 3.12 apresentam-se os resultados obtidos na avaliagdo de eficiéncia do MIX e NIX 7
silanizado. A apresentagdo dos resultados deste conjunto foi separada dos outros para realgar os
resultados obtidos. Ao observar a figura 3.8 seria de esperar que ndo se evidenciasse algum efeito de
impressdo pois observaram-se cristais na superficie do Xerogel MIP 7, contudo tal ndo foi constatado

para o MIX silanizado.
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Capacidade de retencao do CAP do conjunto MIX/NIX 7
silanizados *
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Figura 3.12 — Representacdo da capacidade de retengdo dos cartuchos de SPE MIX/NIX 7 silanizados, com as
diferentes solucdes carga (n=3)

*solucdo SG 7 com H,O:Si 1:1, UPTMOS, TMOS, MeOH, TFA e PEG 6000

Legenda: A — solugdo carga 100% H,0O; B - solug@o carga 50% H,0:50% MeOH; C - solugdo carga 10%
H,0:90% MeOH

Apesar de a diferenga entre MIX e NIX ndo ser muito grande, foram valores que levaram a
considerar que existe alguma diferenca entre o0 MIX e o respectivo NIX, nomeadamente que se
verificou alguma impressdo no MIX que a silanizacdo conseguiu evidenciar. A maior diferenga
verificou-se com a solugdo carga de 100% H,O, cerca de 22%, e diminui & medida que o meio da
solugdo se torna menos polar (13% e 9%, respectivamente).

Esta evidéncia de impressdo observada com este MIX pode dever-se ao facto de na sua
mistura reaccional ter o PEG como agente de molecular crowding, pois este pode ter contribuido para
uma alteragdo na mistura reaccional, impedindo que algum TAP ndo tenha cristalizado e realizasse

alguma impressd@o que a silanizagdo tornou identificavel.

3.2.2.3 Resultados dos conjuntos MIX/NIX 4 a 7 produzidos com o tratamento de calcina¢io

A calcinacdo utilizada neste contexto experimental é o processo de aquecer o polimero a altas
temperaturas, sem contudo atingir o ponto de fusdo da rede polimerica, de forma a conseguir a
decomposic¢do quimica da molécula molde e consequente eliminagdo dos produtos volateis.

A remog¢do da molécula molde por calcinagdo € eficaz, permitindo maior adsor¢io ao

polimero, pois permite melhor difusdo devido a porosidade obtida, isto é, uma ampla distribuigdo de
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diferentes tamanhos de poros (micro e mesoporos). Outro ponto a favor da calcinagdo € que esta leva a

. R . . . . 2.04
uma diminui¢ido no nimero de grupos silanol residuais.**’>’

2

Assim como a extrac¢do da molécula molde por Soxhlet, a calcinagdo é um tratamento
largamente utilizado em trabalhos experimentais. Contudo, a calcinagdo € utilizada quando os
precursores da SG sdo inorgénicos, isto é, quando os alcéxidos ndo possuem grupos organicos pois
estes sdo decompostos quando sujeitos a elevadas temperaturas. No presente trabalho, o MF,
UPTMOS, possui grupo funcional orginico, pelo que ndo seria um tratamento a prosseguir, contudo

foi realizado para estudar o efeito que poderia provocar nas ligagdes ndo especificas.

Os resultados obtidos dos angulos de contacto dos filmes das solugdes reaccionais SG
MIP/NIP 4 a 7 apés o tratamento de calcinagdo encontram-se na tabela 3.3. Com o tratamento de

calcinagdo as superficies de SG calcinadas tornaram-se altamente hidrofilicas.

Tabela 3.3 — Resultados obtidos nas medigdes dos angulos de contacto com filmes de SG MIP/NIP 4 a 7 apés a
calcinagio (n = 2)

Apds a calcinaco ()

MIP 4 12-18
NIP 4 9-13
MIP 5 1217
NIP 5 12-14
MIP 6 8§-10
NIP 6 23-30
MIP 7 15-18
NIP 7 13

—

Ao contrério dos resultados obtidos anteriormente para os angulos de contacto, nas superficies
revestidas calcinadas foi a superficie MIX 6 que apresentou um valor de angulo inferior ao seu NIX,
em vez da superficie MIX 7. Estes valores sdo apenas indicativos, contudo, pode-se dizer que a

calcinagdo tornou os xerogéis mais hidrofilicos.

Os espectros de FTIR-ATR dos MIXs 4 a 6 dois meses ap6s serem calcinados encontram-se
na figura 3.13, juntamente com os obtidos 2 meses apds a preparagio. O espectro do MIX 7 calcinado
é semelhante aos restantes espectros dos MIXs calcinados obtidos, que sdo semelhantes entre si.

Assim como na silanizagdo, verifica-se um aumento de intensidade da banda entre 1300 e 980
cm’' relacionada com as vibrages da rede polimérica v-(Si-O-Si), que como j4 foi referido se deve ao
engrandecimento do entrelagamento da rede polimérica. A banda entre 995 e 885 em’, atribuida as
vibragdes v-(Si-OH) deixou de ser perceptivel, pelo que a calcinago foi eficaz na diminui¢do de
grupos OH residuais. Observa-se também a acentuacio de uma banda entre 885 e 760 cm’’ atribuida a

vibragdes de alongamento simétrico v-(Si-O-Si).”"**
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Figura 3.13 - Representagdo dos espectros de FTIR-ATR dos MIXs 4 a 6 retirados 2 meses apés a preparacdo (cor lilds claro) e 2 meses apés a calcinac@o (cor preto)
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Na figura seguinte encontram-se representados os resultados obtidos com os xerogéis calcinados.

Capacidade de retencio de CAP dos conjuntos MIX/NIX 4 a 7 calcinados *
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Figura 3.14 - Representagdo da capacidade de retengio dos cartuchos de SPE MIX/NIX 4 a 7 calcinados, com as diferentes solugdes carga (n=3)

*solugdo SG 4 com UPTMOS, TMOS, TFA e MeOH; solugdo SG 5 com H,0:Si 3:1, UPTMOS, TMOS, MeOH e NaOH; solucido SG 6 com H,O:Si 1:1, UPTMOS, TMOS,
MeOH e TFA; solucdo SG 7 com H,O:Si 1:1, UPTMOS, TMOS, MeOH, TFA e PEG 6000

Legenda: A — solugdo carga 100% H,0; B - solugéo carga 50% H,0:50% MeOH; C - solugio carga 10% H,0:90% MeOH
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Uma vez que as superficies de titdnio revestidas e calcinadas (tabela 3.3) se apresentaram
altamente hidrofilicas, seria de esperar que houvesse variagdes no comportamento dos MIXs e NIXs
ao alterar a composicio da solugo carga, nomeadamente que houvesse evidéncia de uma diminuigao
da capacidade de retengdo com a solugdo carga 10% H,0:90% MeOH, pois diminui a capacidade de
molhabilidade da solugfio carga e consecutivamente diminui a difusdo de massa do composto.

Os resultados obtidos com estes MIXs e NIXs foram semelhantes aos resultados obtidos em
3.2.3.2, isto é, verificou-se uma diminui¢io geral na % de retengdo média quando comparado com os
resultados obtidos em 3.2.3.1. Este facto pode estar também relacionado com o facto dos cartuchos de
SPE produzidos com os xerogéis calcinados possuirem menor quantidade de enchimento. O conjunto
MIX/NIX 5 foi o que apresentou uma diminui¢do significativa na capacidade de adsor¢do ndo
selectiva com a segunda solugfio carga. Contudo, com a solugdo menos polar a diferenga ndo foi
aprecidvel. Com os restantes xerogéis também existiu uma diminuigio das ligagdes ndo especificas
entre o primeiro conjunto (solugdo carga 100% H,O) e o segundo conjunto (solugdo carga 50%
H,0:50% MeOH). Contudo, com o terceiro conjunto (solugido carga 10% H,0:90% MeOH) as
diferengas ndo foram significativas.

No tempo de contacto utilizado, ndo se verificaram diferengas estatisticas, pois os valores
percentuais encontram-se muito préximos, entre o0 MIX e o NIX correspondente. O MIX 6 foi o dnico
que apresentou alguma evidéncia de impressdo em relagdo ao seu NIX, uma vez que apresentou uma

diferenga de cerca de 11%, com a solugdo carga 100% H,O.

Como j4 foi referido, o tratamento a altas temperaturas também decompde grupos orgénicos
funcionais existentes, como ¢ o caso do grupo ureido. E muito provavel que o grupo ureido se tenha
decomposto, dando a cor cinzento-acastanhado aos xerogéis (cor tipica proveniente da decomposi¢ao
térmica entre os 380°C e 450°C”%). Assim, ocorreu uma mudanga estrutural na rede polimérica,
deixando de haver os grupos orginicos que realizariam as ligagdes ndo-covalentes entre o MF-

molécula alvo, favorecendo as ligacdes ndo especificas.

3.2.2.4 Resultados do conjunto MIX/NIX 7 obtidos um més apés a sua preparacio
Avaliou-se o comportamento dos MIXs/NIXs 7 obtidos pelos trés métodos de preparagio apds

um més de terem sido utilizados/preparados (resultados na figura 3.15), com o intuito de verificar se

comportamento, contudo nos outros grupos verificou-se uma diminuigio ligeira, sem significado
estatistico, da capacidade de adsor¢do ndo especifica, que pode dever-se a uma alteragio na

|
|
|
|
|
|
os resultados iniciais tinham sido modificados. Os MIX e NIX 7 silanizados mantiveram o seu ‘
constitui¢do da rede polimérica.
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N

Mesmo apés a gelificagdo, os géis continuam a reagir até & sua capacidade méixima de
entrelagamento (hidrélises e condensagdes que ainda podem ocorrer), pelo que quando foi realizado o

primeiro estudo de avaliagdo dos xerogéis as redes poliméricas ainda se encontravam em evolugio.

Capacidade de retencao do MIX/NIX 7
apos a preparacao vs 1 més da sua utilizacio
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Figura 3.15 - Representacdo da capacidade de retencdo dos cartuchos de SPE dos MIX/NIX 7, nos diferentes
métodos de preparacdo, com a solugdo carga 100% H,0 (n=3), ap6s preparagdo vs um més da sua utilizagdo
*solugdo SG 7 com H,0:Si1 1:1, UPTMOS, TMOS, MeOH, TFA ¢ PEG 6000
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_ON( luso

O trabalho experimental desenvolvido comegou pela procura de uma mistura reaccional que
permitisse a Impressdo Molecular do Cloranfenicol (CAP) com o monémero funcional (MF) e que tal
correspondesse a uma elevada retengdo do CAP no sorvente de SPE (Extracgdo em Fase Sélida)
resultante. Até se obter um MISPE (Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction) selectivo a CAP
utilizando a técnica de polimerizagdo de Sol-Gel (SG) que possa ser utilizado no lugar dos métodos de

referéncia, existe um longo caminho a percorrer.

Na primeira parte do trabalho experimental, as misturas reaccionais produzidas ndo possuiam
um ambiente quimico favordvel a impressdo do tianfenicol (TAP), pelo que este cristalizava nas
superficies dos xerogéis. Assim, foi necessario modificar parimetros da solugdo de SG inicial no
sentido de encontrar misturas reaccionais que conseguissem produzir xerogéis sem cristais de TAP na
sua superficie e que providenciassem um ambiente quimico propicio as ligagdes ndo covalentes MF-
molécula molde pretendidas. ApGs a obtengdo destes xerogéis iniciou-se a segunda parte do trabalho
experimental. No entanto, a presenca de interacgdes ndo especificas ndo permitiu identificar um efeito
de impressdo significativo e qualitativo, limitando o uso dos xerogéis, obtidos na segunda parte, de

acordo com o objectivo pretendido.

Na avaliagio da eficiéncia dos xerogéis produzidos na segunda parte do trabalho, verificou-se
que as capacidades de retengdo dos cartuchos de SPE com o MIX (Xerogel de Impressdo Molecular) e
o respectivo NIX (Xerogel Ndo Impresso) encontravam-se estatisticamente iguais ou muito préximas.
Surgiram apenas alguns casos em que foi verificada alguma capacidade de impressido. Nomeadamente
com o MIX 4 com a solugfo carga de 100% H,0, MIX 6 com a solugdo carga de 50% H,0:50%
MeOH (metanol), MIX 5 com a solugdo carga de 10% H,0:90% MeOH, que apresentaram uma
diferenca superior a 13% em relagdo ao seu NIX, na condi¢do em que a molécula molde foi extraida
no extractor de Soxhlet. Com o tratamento de silanizagdo foi verificado algum efeito de impressdo
para o MIX 7 que apresentou cerca de 22% de diferenga em relagdo ao seu NIX, com a solugéo carga
100% H,0. Na calcinagdo o MIX 6 apresentou alguma evidéncia de impressdo em relagé@o ao seu NIX,

uma vez que apresentam uma diferenca de cerca de 11%, com a solugfio carga 100% H,O.

Considera-se este trabalho experimental como o inicio do desenvolvimento de uma futura
investigagdo. Esta passa por estudar o meio reaccional do qual se parte.

Um possivel caminho a seguir seria substituir o co-solvente, metanol, por um solvente
orgnico como o cloroférmio (ou o tetrahidrofurano, experiéncia F no Apéndice 4), isto €, por um

solvente que ndo interfira / compita com as ligagdes de hidrogénio entre o mondémero funcional € a
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molécula molde o que € desejivel na Impressdo ndo-covalente. Pode-se ainda seguir a via ndo

hidrolitica proposta por Fujiwara et a

96,9 ye L. L.
1°%%7 em que se utiliza o anidrido acético como reagente de

condensacéo do alcéxido de silicio na técnica de Sol-Gel, que ocorre em meio organico hidrofébico.

Além da utilizagdo do polietilenoglicol como agente porogénico pode-se optar por outras vias

como as apresentadas a seguir:

Sen et al. sintetizaram uma série de compostos de silica porosa ordenada hierarquicamente
com trés diferentes escalas de tamanhos de poros usando esferas de litex e blocos de
copolimeros (“Pluronic F127 e P123”) como moléculas molde na presenga de co-surfactantes
(n-dlcoois) em meio dcido.”®*

Recentemente, os liquidos idnicos tém sido adoptados como moléculas molde na sintese de
silicas mesoestruturadas. Por esta via, materiais de sflica com micro e macroporos foram
sintetizados utilizando como moléculas molde o poliestireno e liquidos idnicos anfifilicos, em
que a arquitectura da parede da estrutura ctibica ordenada dos macroporos € feita praticamente
por microporos bem ordenados. Também ji foi preparada uma silica trimodal meso-
macroporosa utilizando o poliestireno para a formagdo de macroporos, bloco de copolimero
KLE para largos mesoporos e o liquido i6nico, cloreto 1-hexadecil-3-metilimidazolium, para

00-10¢
pequenos mesoporos.’ 0-105
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Apéndice 1

o Artigos cientificos publicados sobre MISPE de SG

Na tabela Al apresentam-se artigos cientificos publicados sobre MISPE baseados na técnica

de Polimerizacgdo de SG, conhecidos até a data.

Tabela A1.1 - Apresentaciio de dados de artigos cientificos publicados sobre MISPE bascados na téenica de SG

extraction coupled with HPLC

Autor Fonte l)?ta ~
publicacio
sorbent for selective separation of LuY.K., Yan Analy .tlcal 15-Jan-04
. . X.P. Chemistry
cadmium from aqueous solution
Olwill A,,
The use of molecularly imprinted sol-gels Hughes H., Biosensors &
. . . - . ; . 15-Dez-04
in pharmaceutical separations O'Riordain M., et| Bioelectronics
al.
An ion-imprinted functionalized silica gel
sorbe_:nt prepargd by a.surface imprinting Fang G.Z., Tan Analytical
technique combined with a sol-gel process . 14-Mar-05
. . . J., Yan X.P. Chemistry
for selective solid-phase extraction of
cadmium (II)
Preparation and evaluation of a
motlecularly imprinted sol-gel material for
. . . ) Journal of
on-line solid-phase extraction coupled with | Han D.M., Fang Chromatoeraph 30-Dez-05
high performance liquid chromatography | G.Z., Yan X.P. A graphy
for the determination of trace
pentachlorophenol in water samples
Preconcentration of copper using double- | Birlik E., Ersoz Analvtica Chimica
imprinted polymer via solid phase A., Denizli A, et y Acta 21-Abr-06
extraction al.
Sol-gel molecular imprinted ormosil for SilvaR.G.D,, Journal of 12-Mai-06
solid-phase extraction of methylxanthines Augusto F. Chromatography
Synthesis and characterization of a
molecularly imprinted silica gel sorbent for | Wang S., Xu Journal of
the on-line determination of trace Sudan [ | Z.X., Fang G.Z., | Agricultural and 16-Mai-07
in Chilli powder through high-performance et al. Food Chemistry
liquid chromatography
suriace IMprting feehiigue 1o | W., Zhao C.D,, Talanta 15-Abr-07
selective solid-phase extraction of
. etal.
bisphenol A
Selective solid-phase extraction using | Jiang X.M., Zhao
molecular imprinted polymer for the C.D,, Jiang N., et | Food chemistry 01-Jun-08
analysis of diethylstilbestrol al.
Separation and determination of estrone in
. - . Wang S., Xu
environmental and drinking water using Journal of
. . . Z2.X.,Fang G.Z., . . Abr-08
molecularly imprinted solid phase et al Separation Science
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Continuagdo Tabela Al.1 — Apresentagio de dados de artigos cientificos publicados sobre MISPE baseados na
técnica de SG

Data

Titulo Autor Fonte «
publicaca

Molecularly imprinted polymer online

solid-phase extraction coupled with high- | He J.X., Wang Journal of
performance liquid chromatography-UV | S., Fang G.Z., et | Agricultural and | 14-Mai-08
for the determination of three al. Food Chemistry
Sulfonamides in pork and chicken
The requisite level of theory for the Azel?ha M., .
. . Kathirvel P., Biosensors &
computational design of molecularly . . . 15-Jul-08
, ] . Nogueira P, et Bioelectronics
imprinted silica xerogels al
_I?reparatlon and Apph.catlon of a Novel. JinG., Tang Y., _
Silica-Supported Organic-Inorganic Hybrid Lia. ef al Analytical Letters Jul-08

Molecular Imprinting Polymer

Journal of the
Brazilian Ago-08
Chemical Society

Molecularly imprinted sol-gel silica for Pilau E.J., Silva
solid phase extraction of penobarbital R.G.C,, et al.
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Apéndice 2

o O Spin-Coating

As técnicas de revestimento de superficies com SG mais utilizadas sdo: Dip-Coating, Spin-
Coating e Flow-Coating. A técnica de preparacgdo dos filmes utilizada varia com o tipo de substrato e
com a finalidade do material a preparar. Para obter filmes mais espessos aumenta-se o tempo de

deposigio ou efectuam-se varios revestimentos no substrato.

A técnica de Spin-Coating resume-se em depositar gotas da solugdo inicial do sol sobre um
substrato que apresenta um movimento de rotagdo, permitindo a obten¢do de um revestimento

uniforme do substrato.'® A figura A2.1 representa a realizagio do método de uma forma esquematica.

Frecursor d- -

Figura A2.1 - Representagiio esquemdtica do processo de obtengio de filmes por Spin-Coating, em que 1 € a
deposigdo, 2 a rotagdo, e 3 é arotagio e evaporac;ﬁo106

Pode-se dividir o processo de Spin-Coating em 4 fases, representados na figura A2.2:
deposicdo, spin-up, spin-off e evaporagio, contudo a evaporagdo pode acompanhar os outros estados.

Um excesso de liquido é colocado na superficie durante o estado de deposi¢do. No estado de
spin-up o liquido flui de forma radial para fora induzido pela forga centrifuga. No estado de spin-off, o
excesso de liquido flui para o perimetro e deixa gotas. A medida que o filme fica fino, a taxa de
remocdo de excesso do liquido por spin-off fica mais baixa, porque, quanto mais fino € o filme, maior
¢ a resisténcia para fluir ¢ porque quando a concentragdo de componentes ndo voldteis aumenta,
aumenta também a viscosidade. No 4° estado, a evaporagdo € o principal mecanismo de diminuigio de
espessura.”

Uma vantagem do Spin-Coating é que o filme do liquido tende a ficar uniforme em espessura
durante o spin-off e, uma vez uniforme, tende a permanecer assim. Esta tendéncia acontece devido ao
equilibrio entre as duas principais for¢as: forga centrifuga, a qual leva a fluir radialmente para fora, € a
forca de viscosidade (fric¢do), a qual age radialmente para dentro. Durante o spin-up, a forga
centrifuga supera a for¢a de gravidade e a rdpida diminui¢do da espessura rapidamente se sobrepdem a

todas as forcas de inércia excepto a forca centrifuga.”
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Figura A2.2 — Fases do processo de Spin-Coating™
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Apéndice 3

o Experiéncias de misturas reaccionais de SG realizadas e excluidas na segunda

fase do trabalho experimental

Na tabela A3.1 apresentam-se as misturas reaccionais realizadas na 2* fase do trabalho
experimental, com os reagentes colocados pela ordem de adi¢do, que foram analisadas por
Microscopia de Polarizac@o e a respectiva imagem obtida. As imagens obtidas, e apresentadas, das
superficies dos xerogéis testados foram analisadas por especialistas na técnica utilizada. O método de
exclusdo das experiéncias foi a apresentag@o de cristais na superficie analisada, como tal, exclui-se as
experiéncias A, C e E. As experiéncias B e D diferenciam-se dos conjuntos MIP/NIP 4 e 6,
respectivamente, pela quantidade molar de TAP incluido nas misturas, isto €, nestas experiéncias

colocou-se metade do nimero de moles dos conjuntos MIP/NIP referidos, pelo que estas experiéncias

néo foram realizadas. A experiéncia F ndo foi realizada por opgao.

Tabela A3.1 - Experiéncias realizadas e excluidas na 2* fase do trabalho experimental

Experiéncia | Reagentes Imagem

TAP
TMOS
MeOH

TFA

TAP/2
UPTMOS
B MeOH
TMOS

TFA

TAP
TMOS
TFA

H,O

TAP/2
D UPTMOS

(proporgdo MeOH

H,O:MF = TMOS
3:1) H,0

NaOH
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Continuagdo Tabela A3.1 - Experiéncias realizadas e excluidas na 2° fase do trabalho cxperimental

Experiéncia | Reagentes Imagem
TAP
E
TMOS
(propor¢ao
propors MeOH
HzoZMF=
TFA
1:1)
H,O
TAP
TMOS
F THF
TFA
H,O
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Apéndice 4

o Os angulos de contacto'"”’

A molhabilidade pode ser definida como a tendéncia para que um liquido se espalhe num
substrato solido. Descreve a extensdo do contacto intimo entre um liquido e um sélido. Existem dois
pardmetros importantes para caracterizar a molhabilidade de um liquido num sélido, que sdo: o grau
ou a extensdo e taxa de molhabilidade. O grau de molhabilidade ¢ geralmente indicado pelo dngulo do
contacto formado na interface entre o sélido e o liquido. No caso de equilibrio, € governado pelas leis
da termodindmica. O grau de molhabilidade é dependente da superficie e das energias interfaciais
envolvidas na interface sélida/liquida. A taxa de molhabilidade indica com que rapidez o liquido
molha a superficie e se espalha sobre a mesma. E guiada por um niimero de factores tais como as
condi¢des térmicas do sistema, as forgas capilares, a viscosidade do liquido e as reac¢gdes quimicas que

ocorrem na interface, entre outras.

Quando um liquido estd numa superficie sdlida, vai-se espalhar a uma determinada extensdo
na superficie, fazendo um &ngulo com a superficie como mostra a figura A3.1, o ingulo de contacto
(8¢c). Sob circunstancias de equilibrio este Angulo é obtido pelas energias de superficie e interfaciais. O
angulo de contacto € extensamente usado para caracterizar os fendmenos interfaciais, a molhabilidade

de superficies sélidas, a penetragdo capilar em meios porosos, revestimentos e outros.

>y

L SV

cTeosesasTseaDToEsRESaEsS

Figura A4.1 - Tlustrag@o de um angulo de contacto de uma amostra liquida

Considerando um liquido puro molhando e espathando-se numa superficie ideal, isto é, uma
superficie lisa de um sélido inerte, a for¢a dindmica que comanda a molhabilidade (F4(t)) é dada por:
Fa(t) = ysv — (YsL + YLvcosOc(1)) (1)
onde y,, € a tensdo interfacial entre as fases a e b e os indices S, L, V indicam as fases sélida, liquida e
de vapor respectivamente.
No equilibrio as forgas anulam-se ou Fy = 0. Nesta circunstincia a equagdo (1) resulta na
equacio de Young:
Ysv — YsL = YLveosOc ()

Dupre definiu o trabalho de adesdo entre sélido e liquido da seguinte forma:
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WsL =vsv - YsL+ Yiv (3)

A insercdo da equagdo (3) na equagio (1) forma a famosa Equacdo de Young-Dupre:
Ws =7y (1 + cosbc) 4)

Para um dado valor de y.y, o ngulo de contacto aumenta & medida que a adesdo entre o
liquido e o sélido diminui. Um &ngulo de 180° indica zero de adesdo entre o liquido e a superficie e
portanto representa uma condi¢do de ndo molhabilidade total. Para finalidades préticas, considera-se
que o liquido molha a superficie do sélido quando o &ngulo do contacto € menor do que 90°. Por outro
lado, se o Angulo de contacto for maior do que 90°, o liquido ¢ considerado como hidrofébico. Nesses
casos, as gotas do liquido tendem a mover-se facilmente na superficie do substrato e ndo t€m nenhuma
tendéncia para entrar em poros ou buracos pela acgéo capilar. Aceita-se geralmente que quanto menor
o angulo de contacto, melhor a molhabilidade (hidrofilicidade). Considera-se que o liquido molhou
completamente o sélido somente quando o dngulo de contacto € zero, pelo que a gota tende a espalhar-

se completamente no sélido.

+ 0 Molhabilidade total
: Yoo~ Tan 2 v
= Mothabilidade parcial
[P H
oo | CRRRR— ; Yon T gy
Nio mothabilidede parcial
f - Nio mothabilidade voval
cosf B

Figura A4.2 — Deposi¢do de uma gota de um liquido num substrato sélido em diversas circunstincias

A figura A4.2 mostra esquematicamente uma gota de um liquido num substrato sélido sob
vdrias circunstincias diferentes: molhabilidade completa (6:=0°) a condigdo de ndo molhabilidade
total (8.=180°). O trabalho da adesdo pode ser considerado como o trabalho que deve ser executado
por a unidade de 4rea da interface para separar as duas fases. E uma medida da forga de ligagdo entre
as fases. Um valor mais baixo do angulo de contacto indica uma adesdo melhor (maior
hidrofilicidade).

Os desvios das equagdes Young e de Dupre -Young sdo feitas sob a suposi¢do do
espalhamento de liquidos ndo reactivos num sélido ideal (fisica e quimicamente inerte, liso,
homogéneo e rigido). Tal condigdo raramente ¢ encontrada nas situagdes praticas. Contudo, a equagao

de Young é o ponto de inicio fundamental para a compreensido do campo complexo da molhabilidade.
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Apéndice §

. . OR
o Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier'”

— Espectroscopia no Infravermelho (IV)

A Espectroscopia de Infravermelho (IV) pertence ao grupo da espectroscopia molecular
vibracional. A espectroscopia vibracional é universal, permitindo a obten¢do de informagdes de
sélidos, liquidos e gases, de superficies, interfaces entre sélidos e liquidos ou gases, amostras
volumosas e estruturas em camadas e providenciar informagdes sobre grupos funcionais presentes na

amostra, incluindo o seu tipo, interacgdes e orientagdes.

A maior parte dos espectros de IV sdo obtidos ao medir a absor¢do da radiagdo incidente
monocromatica na gama de 4000 — 400 cm™ de amostras sélidas, liquidas ou gasosas. O espectro de
IV € aquele em que a atenuagdo da radiagdo de IV transmitida pode ser apresentada como uma fungéo
do comprimento de onda.

As fontes de IV emitem radiagdo policromdtica. Para espectroscopia, é necessdria tanto a
radiagdo monocromatica (sistemas dispersivos), como um sistema complexo de codificagdo (sistemas
miltiplos). No primeiro caso, os prismas monocromdticos sio aplicados para abranger todo o espectro.
No segundo caso, um interferémetro de Michelson ¢ tipicamente usado para modular a radiagio IV.
Quando sdo necessdrias apenas dreas espectrais estreitas, filtros Opticos ou fontes laser de IV sdo

suficientes (sistemas ndo-dispersivos).

— Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Sistemas miiltiplos baseados no algoritmo da Transformada de Fourier usam normalmente os
interferémetros de Michelson para codificar o espectro policromdtico da fonte do espectrofotémetro de
IV. Tal dispositivo consiste essencialmente num separador de feixes, um espelho fixo, um espelho
mével e um mecanismo de movimentagdo e posicionagdo. A radiagdo da fonte € dividida no separador
de feixes e dirigida igualmente para o espelho fixo e mével. Normalmente o espetho mével € varrido a
uma velocidade constante resultando numa mudanga nos caminhos 6pticos dos dois feixes em fungdo
do tempo. O feixe reflectido interfere no separador de feixes, de onde 50% da radiagdo retorna a fonte
e a outra chega ao detector. No detector a intensidade da radiagdo é medida como uma fungdo de
diferentes caminhos 6pticos do feixe em ambos os bragos do interferémetro. Este sinal é chamado de

interferograma. O espectro tradicional, com a energia como fungio da frequéncia, pode ser obtido do

interferograma pelo processamento matemdtico via Transformada de Fourier.
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— Reflectincia Total Atenuada (ATR)

Nem todas as amostras sélidas (por exemplo, polimeros) podem ser finamente moidas para
produzir pastilhas homogéneas de KBr para a espectroscopia de transmissdo de IV. Na técnica de
ATR, a amostra é colocada em contacto préximo com a superficie de um prisma feito de um material
com elevado indice refractivo n, como TIBrl (n = 2,4) ou Ge (n = 4,0). Um feixe de luz que se
aproxima da interface de um meio opticamente denso, com um éangulo de incidéncia grande o
suficiente, € totalmente reflectido. Apesar disso ela consegue penetrar uma distiancia curta na amostra.

Se a amostra absorve no IV (atenuador), e a unidade de ATR estd devidamente montada no
compartimento para a amostra no espectrofotémetro de IV, uma transmissdo tipo espectro de IV pode
ser observado. A profundidade da penetragdo depende do comprimento de onda da radiagdo, dos
indices refractivos da amostra, do material do prisma e do 4ngulo de incidéncia. Ao variar o dngulo de

incidéncia, um perfil mais profundo da amostra é possivel até a uma certa extensao.
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