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RESUMO

Neste trabalho foram preparados dois materiais distintos, um pelo
método sol-gel e o outro a partir de polimerizacdo por precipitacdo, sendo
assim, uma matriz inorganica e outra organica. Esses materiais foram
preparados de acordo com a tecnologia da impressdo molecular. Para a
preparacdo de ambos o0s materiais foi utilizado gentamicina como molécula
molde. Para o material sol-gel, optou-se pela rota catalitica acida, utilizando-se
TEOS como fonte de silica. A sintese do polimero, por sua vez, foi realizada
empregando &acido metacrilico (MAA) como mondémero funcional,
trimetilolpropano trimetacrilato (TMPTMA) como agente reticulante, como
iniciador radicalar 1,1’- azobis e acetonitrila como solvente. Apds o preparo dos
materiais, e extragdo da molécula molde, foram feitas analises de
caracterizagdo por infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por raios X (XPS), Area Especifica e
Porosidade (BET), Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos (SAXS),
Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) e Microscopia Confocal.
Posteriormente foram realizados teste de adsorcdo a fim de investigar o
desempenho dos materiais frente a molécula de gentamicina.

Os materiais molecularmente impressos apresentaram area especifica
de 671 m’g’ e 86 m?g™ para o sol-gel e para o polimero, respectivamente.
Ambos materiais apresentaram estruturas correspondentes a fractais de
superficie, com valores de P superiores a 3 e inferiores a 4, ou seja, materiais
mais densos e menos rugosos. O material sol-gel ainda apresentou quantidade
de adsorcao igual a 77,38 mg g de gentamicina, resultado trés vezes superior
ao resultado observado para o polimero, de 24,94 mg g*. Quanto a
seletividade, o material SG-MIP obteve resultados superiores quando

comparado com o material P-MIP.



ABSTRACT

In this work two different materials were prepared, one by the sol-gel
method and the other from precipitation polymerization, thus being an inorganic
and an organic matrix. These materials were prepared according to molecular
printing technology. For the preparation of both materials, gentamicin was used
as a template molecule. For sol-gel material, the acid catalytic route was
chosen, using TEOS as the silica source. The synthesis of the polymer, in turn,
was performed using methacrylic acid (MAA) as a functional monomer,
trimethylolpropane trimethacrylate (TMPTMA) as crosslinking agent, as 1,1'-
azobis radical initiator and acetonitrile as solvent. After preparation of the
materials and extraction of the template molecule, Fourier Transform Infrared
Characterization (FT-IR), X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS), Surface
Area and Porosity (BET), Small-angle X-ray Scattering (SAXS), Scanning
Electron Microscopy (SEM) and Confocal Microscopy analyzes were performed.
Subsequently, adsorption tests were performed to investigate the performance
of the materials against the gentamicin molecule.

Molecularly printed materials had a specific area of 671 m?g™* and 86
m?g* for sol-gel and polymer, respectively. Both materials presented structures
corresponding to surface fractals, with P values greater than 3 and less than 4,
that is, denser and less rough materials. The sol-gel material still showed
adsorption amount equal to 77.38 mg g™* gentamicin, a result three times higher
than the observed result for the polymer, 24.94 mg g*. As for selectivity, SG-

MIP material had superior results when compared to P-MIP material.
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1. INTRODUCAO

Cientistas de todo o mundo estdo desenvolvendo novas tecnologias e
reinventando as existentes na busca interminavel de detectar e quantificar
niveis cada vez mais baixos de concentracdo de diferentes analitos em muitas
matrizes diferentes e altamente complexas, muitas vezes impulsionados por
legislagbes cada vez mais exigentes.

Especificamente no caso de amostras liquidas, para atingir os baixos
limites de deteccdo (LODs), pode-se atuar no uso de detectores ou
instrumentacdo cada vez mais sensivel ou no uso de rotinas de pré-tratamento
(clean-up) por exemplo, ou de préconcentragdo. Um dos métodos de pre-
tratamento de amostra mais utilizados vem sendo a extragao do analito usando
extracdo em fase solida (SPE). No entanto, uma limitacao latente da SPE tipica
reside no fato de que diversos analitos, aléem daqueles de interesse, também
podem ser co-extraidos, e a presenca de tais compostos dificulta ainda mais a
guantificacdo dos analitos-alvo. Esse efeito € especialmente importante ao se
lidar com matrizes altamente complexas.

A melhor maneira de superar essa desvantagem € realizando extracfes
seletivas direcionadas para o composto de interesse. Uma boa maneira de
desviar dessas dificuldades € usar polimeros molecularmente impressos
(MIPs), que superam as limitacOes inerentes presentes em outros materiais
usados em SPE, mantendo um alto grau de seletividade e a simplicidade do
processo de sintese de sorventes poliméricos.

Os MIPs sdo sorventes especialmente projetados que exibem
seletividade aprimorada em relacdo a uma determinada estrutura (ou a uma
estrutura muito relacionada) e, devido as suas propriedades inerentes, os MIPs
tém sido amplamente utilizados em diversas aplicacdes.

Além disso, desde que Sellergren [1] relatou pela primeira vez o uso de
MIPs como sorventes especificamente na SPE, sua aplicagcdo nesse campo
tornou-se amplamente aceita por causa de sua extracao altamente seletiva do
analito de interesse. A ampla aceitacdo de MIPs como sorventes SPE levou

essa pratica a se tornar conhecida como SPE com impressdo molecular
14



(MISPE). Como consequéncia dessa ampla aceitacdo, 0 numero de
publicacdes vinculadas a esse assunto vem aumentando ano a ano (Esquema
1).

No MISPE, a alta seletividade do sorvente em relacdo a uma
determinada estrutura permite que essa estrutura seja retida seletivamente no
sorvente enquanto 0S outros compostos nao sdo retidos, resultando na
extragcdo do composto desejado da maioria dos outros compostos presentes na

amostra.

180
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Esquema 1. Numero de publicacdes entre os anos de 1994 até 2019 para
Molecular Imprinted AND Molecular Imprinted Solid-phase Extraction. (Web of

Science, busca realizada em agosto de 2019).

A presenca de farmacos decorrentes de despejos inadequados no meio
ambiente € um exemplo de amostra complexa na qual nos deparamos. A
guantificacdo desse farmaco se torna conveniente muitas vezes, fazendo-se
necessaria a utilizacdo de materiais como MISPE.

Por fim, o escopo do presente trabalho reside na preparacdo
comparativa de materiais para pré-concentacdo de gentamicina. Este trabalho
estd estruturado em cinco capitulos, a saber: revisdo bibliografica, objetivos,
parte experimental, resultados e discussdo e conclusédo. No segundo capitulo,

a revisdo bibliografica aborda os conceitos de polimeros molecularmente
15



impressos, onde aprofundamos 0s processos de obtencdo desses materiais
através dos métodos de precipitacdo e sol-gel, antibiéticos no meio ambiente,
gentamicina e extracdo em fase sdlida. No capitulo 3 sdo expostos, 0s
objetivos deste trabalho. No capitulo 4 encontra-se a parte experimental onde
constam 0s materiais e reagentes utlizados, assim como a metodologia
aplicada nas sinteses dos MIPs e das técnicas de caracterizacdo empregadas.
No capitulo 5, resultados e discussfes, sdo apresentados o desempenho e as
propriedades estruturais, morfolégicas e texturais dos MIPs. E por ultimo, no
capitulo 6 encontram-se as conclusdes extraidas do estudo.

16



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica abordara polimeros molecularmente
impressos, onde aprofundamos 0s processos de obtencdo desses materiais
através dos métodos de precipitacdo e sol-gel, antibiéticos no meio ambiente,

gentamicina e extracdo em fase sdlida.

2.1. POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS — MIP

Polimeros com impressdo molecular (MIPs) sdo materiais porosos
funcionais com locais de ligacdo de alta afinidade que sdo complementares em
tamanho, dimensé&o e funcionalidade ao analito de interesse. O Esquema 2
apresenta de forma simples e objetiva as etapas envolvidas na obtencéo
desses materiais [2]. A tecnhologia de impressdao molecular foi desenvolvida
pela primeira vez por Polyakov [3] na década de 1930, posteriormente com
Wulff [4] na década de 1970, mas aumentou em popularidade quando Mosbach
e colaboradores [5] introduzindo a abordagem de impressédo nédo covalente na
década de 1990. A abordagem né&o covalente permite uma escolha mais
flexivel de mondémeros e facilita a remocé&o facil da molécula molde da matriz
polimérica. Este ultimo pode ser desafiador, pois a lixiviacdo de modelos €&
considerada um problema comum para o uso de MIP, tanto covalentes quanto
nao-covalentes [6]. Os MIPs sdo de baixo custo, oferecem facil producao [7],
[8], sdo termicamente e quimicamente estaveis, ndo sao provenientes de
animais, sao reutilizaveis e podem ser armazenados em temperatura ambiente
por longos periodos. As desvantagens que precisam ser consideradas incluem
0 tempo necessario para seu desenvolvimento e otimizacdo, que pode ser
superado usando triagem avancada ou métodos computacionais e a adaptacao
dos polimeros para trabalhar em ambientes aquosos, uma vez que a agua
interfere nas interacées ndo covalentes entre mondémero e molécula molde. Os
MIPs foram desenvolvidos para ions pequenos (conhecidos como polimeros
com ions impressos), variando até grandes macromoléculas, e essa

versatilidade significa que eles podem ser empregados para inumeras
17



aplicacg@es, incluindo separacdo em fase solida [9], purificacdo [10], catalise
[11], sensores [12], administracdo de medicamentos [13] e aplicacdes
terapéuticas [14]. A principal aplicacdo comercial reside na remogao ou
extracdo de contaminantes de baixo nivel, pois os MIPs sdo ferramentas
poderosas para a extracao seletiva de compostos em matrizes complexas [15]
(por exemplo, sangue, plasma, urina, amostras de alimentos, amostras

ambientais, etc.).

= o
7A — 7 — /e
1 3

Esquema 2. Principio da impressao molecular baseada na automontagem de
mondmeros funcionais e uma molécula molde (1), polimerizacdo (2) e (3)

remocao da molécula molde que fornece cavidades vazias. [16]

Na sintese dos MIPS, muitos parametros devem ser avaliados, desde a
influéncia morfologica, propriedades e desempenho dos polimeros que serao
empregados. N&o existe, ainda hoje, uma regra pré-estabelecida de um MIP
adequado para todos os tipos de moléculas, o que exige que se facam sempre
estudos preliminares do desempenho desses materiais. Na sintese do MIP a
escolha do monémero é muito importante, pois esta diretamente relacionada a
eficiéncia do material final. Na sintese de MIPs, a escolha das moléculas
usadas como molécula molde também é de primordial importancia para obter
MIPs funcionais eficientes. Uma ampla gama desse tipo de moléculas, como
drogas, aminoacidos, carboidratos, proteinas, bases nucleotidicas, horménios,
pesticidas e coenzimas, ja foram utilizadas com sucesso.

A escolha do monbmero é muito importante para criar cavidades
altamente especificas projetadas para a molécula molde. Os mondémeros
funcionais tipicos (Esquema 3) sdo acidos carboxilicos (acido acrilico, acido
metacrilico, é&cido vinilbenzdico), acidos sulfénicos (acido 2-acrilamido-2-
metilpropano sulfénico), bases heteroaromaticas (vinilpiridina, vinilimidazol).

18



H;C

OH
HZC%W OH

0 CH,
Acido acrilico  Acido metacrilico (MAA)

N
/

Hzc%\N’/\N H,C X H,CZ~ | X

L/ N _

1-vinilimidazol 4-vinilpiridina 2-vinilpiridina
0 0
H.C OH
| NF, ’ o >
CH, o]
Acrilamida 2-hidroxietil metacrilato

Esquema 3. Estrutura dos mon6meros mais comumente usados na sintese de

materiais molecularmente impressos.

Na abordagem néo covalente, eles sdo normalmente usados em
excesso em comparacdo com a molécula molde para favorecer a formacéao de
conjuntos molde-monémero. De fato, a associacdo entre o monémero e a
molécula molde é governada por um equilibrio, e os mondémeros funcionais
normalmente precisam ser adicionados em excesso, em relacdo ao numero de
moles do modelo para favorecer a formacdo do complexo, com o molde:
mondmero funcional propor¢des tipicamente de 1: 4. Consequentemente, iSSo
levou a varias configuraces diferentes do complexo monémero funcional do
molde, que produziu uma distribuicdo heterogénea do local de ligacdo no MIP
final, com uma gama de constantes de afinidade. O uso extensivo de acido
metacrilico (MAA) é devido a sua capacidade de atuar como doador de protons
e como aceitador de ligacdo de hidrogénio. Os melhores mondémeros para
sintetizar materiais impressos séo, dessa forma, selecionados considerando a

forca e a natureza das interacdes molécula molde-monémero.
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2.1.1. Processos de sintese do polimero impresso

Na literatura existem varios métodos para a sintese de MIPs, porém a
seguir sdo descritos os dois métodos empregados no presente estudo, a saber:
polimerizacao por precipitacdo e método sol-gel.

2.1.1.1. Polimerizacdo por precipitacao

O método de polimerizacao por precipitacdo foi desenvolvido por Stover
et al. [17] e a aplicacdo desse método aos MIPs foi proposta pela primeira vez
por Ye et al. [18] para a sintese de granulos de MIPs na faixa submicrométrica.
A polimerizag&o por precipitacdo é um método de preparacdo de microesferas
poliméricas com controle suficiente da morfologia do produto. E um método de
polimerizacdo facil que da origem a microesferas com superficies limpas e
lisas. [8], [19] E um processo heterogéneo livre de surfactante que comeca
inicialmente como uma solucdo homogénea de reticulador e mondmero
(tipicamente < 5% p v) em uma mistura de solvente e porogénio (etapa A do
Esquema 4). [20] As vantagens deste método incluem simplicidade de preparo,
auséncia do uso de estabilizadores ou outros aditivos, compatibilidade com
altos graus de agentes de reticulacéo e uso de solventes aproéticos polares, que
sdo capazes de preservar interacdes nao-covalentes entre modelos e
mondmero. Estas vantagens tornaram este método de preparacdo mais
comumente empregado para as microesferas de MIP na impressao molecular.
[21] A polimerizacdo por precipitacdo também é aplicada em varios outros
campos, como para a preparacdo de particulas de polimero com estrutura
interna funcional, dispositivos eletroforéticos e polimeros inteligentes. [22]

A medida que a polimerizacédo se inicia, oligbmeros e nuicleos estdo
sendo formados, os oligbmeros ainda sdo sollUveis no meio (solvente), os
nacleos precipitam resultando em uma mistura heterogénea. Os nucleos sao
inchados por pordgenos e a fase continua torna-se menos rica em porogénio.
Os nucleos sdo estabilizados por uma camada de oligbmeros (passo B do

Esquema 4)
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Esquema 4. Descricdo esquemética dos estagios de polimerizacdo por

precipitacéo para formacgéo de granulos de MIPs porosos. (adaptado de [23])

A medida que a polimerizagéo continua os nucleos ndo se sobrepdem,
mas apenas crescem adicionando mondmeros e oligdmeros frescos da fase
continua.[24] O porogéneo® que é inicialmente absorvido pelos nicleos em
crescimento, separa-se da particula e forma os poros (passo C no Esquema 4).
Em resumo, durante a polimerizacdo, o polimero em crescimento segrega da
solugdo enquanto captura e consome continuamente monoémeros e oligdmeros,
eventualmente formando contas na faixa micro- ou submicrométrica sob
condi¢Bes adequadas.[25] Particulas esféricas monodispersas proximas podem
ser rotineiramente preparadas com bons rendimentos por este método.

A selecao de precursores apropriados € um passo crucial na sintese de
MIPs. Os mondmeros funcionais sao responsaveis por fornecer funcionalidades
gue formam um complexo com o molde por interagcdes covalentes ou nédo
covalentes. A forca das interacfes entre 0 molde e 0 mondémero determina a
afinidade e a seletividade dos locais de reconhecimento nos MIPs. Uma
interacdo mais forte resulta em um complexo estavel de monémero-monémero
gue, por sua vez, fornece maior capacidade de ligacdo nos MIPs. Geralmente,
a selecdo dos monémeros funcionais € baseada na sua capacidade de formar
interacdes ndo covalentes com as moléculas molde. Os mondémeros funcionais
mais comumente utilizados incluem &cido metacrilico (MAA), acido acrilico
(AA), 2- ou 4-vinilpiridina (2-VP ou 4-VP), acrilamida (AM), acido
trifluorometacrilico (TFMAA) e metacrilato de hidroxietilo (HEMA).

! Agente formador de poros.
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O agente reticulante é um importante precursor de MIPs que exibe pelo
menos duas ligacdes duplas polimerizaveis em sua estrutura. O papel do
reticulador é fixar o complexo mondmero-molécula molde e, assim, formar uma
rede de polimero rigido altamente reticulado. Tipos e quantidades de
reticuladores tém profunda influéncia sobre a seletividade e capacidade de
ligacdo dos MIPs. Os agentes de reticulagdo vulgarmente utilizados envolvem
dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA), trimetacrilato de trimetilolpropano
(TRIM), N,N- metilenobisacrilamida (MBAA) e divinilbenzeno (DVB).

2.1.1.2. Método Sol-Gel

Os meétodos sol-gel utilizam geralmente precursores moleculares de
alcoxido metélicos para produzir um 6xido de metal de acordo com a reacao

geral (equacéao (1))
nSi(OR)4 + 2nH,0 — nSiO, + 4nROH (1)

onde R é um grupo alquilo e o metal neste caso é Si. Os precursores formam
primeiro uma solucdo coloidal (sol), depois uma rede integrada (ou gel) de
material amorfo. Para silica, os tetra-alcoxisilanos (tais como tetrametoxisilano,
TMOS ou tetraetoxisilano, TEOS) hidrolisam e policondensam-se para formar
materiais de silica altamente reticulados.
As reacdes ocorrem por catalise acida em pH < 2 ou por catalise basica
em pH > 2 (Esquema 5). A mudanca nitida (crossover) em pH igual a 2 marca o
ponto isoelétrico da silica, onde a mobilidade elétrica da silica é zero e as taxas
de reacdo sao extremamente baixas. O processo sol-gel é feito a baixas
temperaturas (geralmente entre 0 °C e 100 °C) e em condi¢cdes quimicas
moderadas (pH e teor de agua sao facilmente ajustaveis). Embora a reacao
sugira que dois equivalentes de agua sdo suficientes para produzir um
equivalente de SiO, completamente condensado, esse raramente € o caso.
Dependendo da porosidade do material final, uma quantidade significativa de
SiOH ndo completamente condensado e, por vezes, espécies SIOR estardo
presentes. O grau de condensacgdo pode ser controlado até certo ponto pelo
método de sintese usado e tratamentos pds-sintese para expulsar agua e
22



alcool e aumentar a condensacdo, mas isso ndo é necessariamente
necessario.

a) Catalise acida - pH < 2

Hidrolise —
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Esquema 5. Mecanismos gerais de hidrolise e condensacéo de precursores de
alcoxi-silano para formar silica em (a) condi¢cdes catalisadas por acido e (b)
condicBes catalisadas por base. A condensacao pode produzir 4gua ou alcool

como subproduto.

A agua e o alcool produzidos nas reacfes sol-gel servem como agentes
porogénicos no material e, quando a secagem é feita em condic6es ambientes,
o material resultante é chamado de xerogel. Se a secagem for feita em
condicdes supercriticas, um aerogel é produzido. Os aerogéis tém densidades

extremamente baixas, altas areas especificas e grandes porosidades, e
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possuem excelentes propriedades de isolamento térmico e elétrico. No entanto,
sua area especifica extremamente grande também os torna menos robustos
gue 0s xerogéis, que possuem porosidades menores e areas de superficie
mais baixas.

A taxa de reacdo para a hidrdlise depende do pH, do contetdo de &gua
da solucdo de sintese e da natureza do grupo alquila. Geralmente, grupo
alquila maiores e/ou mais volumosos diminuem a taxa de hidrélise. Da mesma
forma, efeitos estéricos de grupos alquilicos maiores em espécies vizinhas

impedem a condensagao.

2.2. ESCOLHA DO ANALITO ALVO

2.3.1. Antibiéticos no meio ambiente: causas e danos

O uso indiscriminado de antibioticos na medicina humana e veterinaria
tem causado a contaminacdo frequente do meio ambiente. Sabe-se hoje que
seu uso descontrolado é responsavel por inuUmeros impactos negativos
relacionados a contaminacdo do meio como o surgimento de bactérias
resistentes, toxicidade para algas, macréfitas, microcrustaceos e peixes. Os
farmacos, de um modo geral, sdo considerados poluentes emergentes, ou seja,
de acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (US EPA
- United States Environmental Protection Agency) sdo compostos quimicos
recentes que ndo possuem uma regulamentacgéo propria.

A producdo animal é uma das atividades mais expressivas do
agronegaocio brasileiro. A fim de assegurar a produtividade e a competitividade
do setor, a utilizacdo de medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia é
uma pratica bastante comum. Dos medicamentos utilizados, os agentes
antibidticos correspondem a uma das classes mais prescritas. O Brasil € o
terceiro maior usuario de antibiéticos na producéo animal, atras da China e dos
EUA. Até 2030, deve-se aumentar o uso em cerca de 50%, chegando préximo
das 9 mil toneladas/ano. Os EUA continuardo em segundo, com pouco mais de
10 mil toneladas/ano, mas estima-se que a China mais do que dobrara o uso
atual, ultrapassando as 30 mil toneladas/ano. Isso demonstra como ainda
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contamos com essa ajuda para a intensificacdo da producgéo de alimentos de
origem animal [26].

Devido ao surgimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos, que é
considerado um problema de salde publica mundial, a abundancia e
diversidade de genes de resisténcia a antibidticos (do inglés antibiotic
resistance genes - ARGs) em solos se torna um assunto relevante a ser
discutido e avaliado. Quando os residuos de antibioticos entram no solo, os
principais processos que determinam sua persisténcia sdo sorcao para
particulas organicas e degradacao/transformacédo. A ampla gama de valores de
DT50 (dose toxica mediana) para residuos de antibiéticos em solos mostra que
0S processos que governam a persisténcia dependem de diversos fatores, por
exemplo, propriedades fisico-quimicas do residuo, caracteristicas do solo e
fatores climaticos (temperatura, chuva e umidade). Muitos estudos na
atualidade mostram que os antibioticos afetam os microrganismos presentes no
meio ambiente, alterando sua atividade enzimatica e capacidade de
metabolizar diferentes fontes de carbono, bem como alterando a biomassa
microbiana total e a abundancia relativa de diferentes grupos (bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e fungos) em comunidades microbianas.[27]-[29]
Estudos utilizando métodos baseados em andlises de acidos nucléicos provam
gue antibidticos alteram a biodiversidade de comunidades microbianas e a
presenca de muitos tipos de ARGs € afetada por atividades agricolas e
humanas. Vale ressaltar que estudos em ARGs no meio ambiente resultaram
na descoberta de novos genes e enzimas responsaveis pela resisténcia
bacteriana aos antibigticos. No entanto, muitos resultados ambiguos indicam
gue a estimativa precisa do impacto dos antibiéticos na atividade e diversidade
de comunidades microbianas do solo € um grande desafio.[27] No Esquema 6,
€ possivel observar uma breve linha do tempo correlacionando o ano do

surgimento com o ano da identificacdo da resisténcia a alguns antibiéticos.
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Introdugao do antibiético Identificagéo da resisténcia ao antibidtico

Penicilina 1943

L 1949 Resisténcia a Penicilina
Tetraciclina 1950

1959 Resisténcia a Tetraciclina

Gentamicina 1967

1979 Resisténcia a Gentamicina

Imipenem e Ceftazidima 1985 izate g
1987 Resisténcia a Ceftazidima

Levofloxacina 1996 1996 Resisténcia a Levofloxacina
1998 Resisténcia a Imipenem

Daptomicina 2003
2005 Resisténcia a Daptomicina

Ceftarolina 2010 . _ _
2011 Resisténcia a Ceftarolina

Esquema 6. Desenvolvimento da resisténcia dos antibioticos ao longo dos
anos (adaptado de [30])

Sao diversos os caminhos que os antibidticos percorrem até atingirem o
meio ambiente: por meio dos efluentes tratados, do lodo residual das ETEs
(Estacdes de tratamento de efluentes) utilizados como fertilizantes por
agricultores, do despejo de esgoto diretamente nos leitos dos rios e mares,
pelo descarte incorreto de medicamentos, pela pulverizacdo nas plantacées ou
pela excrecdo dos animais, cujos residuos também sdo muitas vezes utilizados
como fertilizantes naturais. Trata-se de alguns dos exemplos encontrados na
literatura. Outro caminho comum para os farmacos chegarem ao ambiente séo
as estacdes de tratamento de esgoto da prépria indastria farmacéutica, que
apesar de realizarem o tratamento de seus efluentes, o0s mesmos nao sao
totalmente eficazes para eliminar os farmacos da agua.[31] No Esquema 7 sao

identificadas as possiveis rotas dos farmacos no ambiente.
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Conforme ilustra o Esquema 7, o descarte irregular gera, além da
contaminacdo ao meio ambiente e uma possivel toxicidade aos animais, uma
aceleracdo a resisténcia a esses antibidticos. Embora muitos tenham sido
descobertos nos ultimos tempos, varios deles ndo demonstraram utilidade
clinica, ou por serem muito toxicos ou por nao serem absorvidos
adequadamente pelo organismo humano, por exemplo. A estratégia que vem
sendo utilizada para gerar “novos” antibiéticos, desde a década de 1990, é
modificar a estrutura quimica daqueles ja existentes, para que eles tenham

atividade aprimorada contra as bactérias.

[ Aplicacao ] [ Producao ]
Med.ICI,n? Medicina Aquicultura Industria
Veterinaria Humana
Excrecdo ______________
1 1 i
Esterco Esgoto | 5 Sedimento
5 5
Solo ETE | Aterro ETE
; i sanitario industriais
l l l v l é
[ Agua de subsolo ]e[ Aguas superficiais ]
L L
[ Estagdo de tratamento de Agua ]4>[ Agua potavel ]

Esquema 7. Fluxograma com as possiveis rotas dos farmacos e seus residuos

no ambiente (adaptado de [32]).

A gentamicina, por se tratar de um dos principais antibiéticos utilizados,
apresenta uma grande quantidade de residuos oriundos do seu processo de
producédo, além da propria aplicacdo pratica em hospitais e fazendas na qual
h& descarte no ambiente, o que pode induzir o desenvolvimento de genes de
resisténcia a esse farmaco. [33]-[36] O problema da resisténcia aos
medicamentos é a reducdo da funcdo dos antibiéticos, como jA& mencionado
anteriormente. Além disso, h&d grande quantidade de residuos sélidos da

producéo de gentamicina e os excrementos de animais contendo gentamicina.
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Até agora, poucos métodos eficazes foram explorados para lidar com os
residuos de gentamicina. Assim, é extremamente urgente o desenvolvimento
de solu¢Bes economicamente vidveis para remover ou reduzir efetivamente os
residuos de gentamicina no meio ambiente.

A gentamicina é estavel ao calor da gentamicina e sua resisténcia a
condi¢cbes acidas e alcalinas tornam-na um grande desafio remové-la do
ambiente usando degradacao quimica comum ou métodos fisicos. A impressao
molecular, ao contrario, € uma técnica atraente, por se tratar de uma tecnologia
capaz de produzir polimeros dotados de sitios especificos de reconhecimento,
estereoquimicamente moldados a partir de molécula modelo. A vantagem do
uso dessa tecnologia se da essencialmente na etapa de preparacdo da
amostra. Essa etapa ainda é considerada o gargalo de todo o processo

analitico.

2.3.2. Gentamicina

A gentamicina, com estrutura de seu sulfato representada no Esquema
8, € um antibidtico bactericida de amplo espectro da familia dos
aminoglicosideos que pode ser usada no tratamento de diversos tipos de
infeccbes bacterianas, eliminando infeccbes na pele, abdominais,
gastrointestinais, biliares, geniturinarias, 0sseas e em queimaduras [37]. A
gentamicina foi patenteada em 1962 e aprovada para uso médico em 1964.[38]
E produzida a partir da bactéria Micromonospora purptrea e é encontrada na
Lista de Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial da Saude, que lista
0s medicamentos mais eficazes e seguros necessarios em um sistema de
saude.[39]
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Esquema 8. Estrutura do sulfato de gentamicina

A gentamicina é muito utilizada na medicina veterinaria para o
tratamento de diversas infeccbes, e € um farmaco de primeira escolha por
causa de seu baixo custo e atividade confiavel para todos os agentes aerobios
gram-negativos, como Salmonella sp, Pseudomonas aeromoniae, Aerobacter
aerogenes e gram-positivos como Staphylococcus sp e Streptococcus sp.

Os residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal sdo de grande preocupacdo para agéncias e oOrgdos reguladores,
portanto, métodos confiaveis de extracdo para deteccdo rapida, seletiva e
sensivel desses residuos sdo necessarios para garantir a seguranca alimentar.
[40] Os residuos de medicamentos veterinarios, como a propria gentamicina,
ocorrem geralmente em niveis baixos de concentracdo, dai a necessidade de
pré-concentracdo. A busca por técnicas de extracdo e pré-concentracao para
esse tipo de residuos esta fortemente vinculada com os principios da quimica
verde, dessa forma a aplicacdo de polimeros com impressao molecular (MIPs)
aliados a extracdo em fase solida (SPE) para a extracao e pré-concentracdo de
residuos de medicamentos veterinarios se torna uma ferramenta atil que vem

sendo estudada e aprimorada.
2.3. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A preparacdo de amostras, também chamada de pré-tratamento, tem um

papel importante em qualquer método analitico e se torna fundamental para a
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analise de matrizes complexas, como amostras de alimentos, bioldgicas e
ambientais. A preparagdo da amostra permite enriquecer e isolar o analito-alvo,
reduzindo assim os efeitos da matriz e os compostos interferentes. A
preparacdo de amostras com base na interacdo com uma fase solida é
provavelmente a abordagem mais comum em qualquer método analitico e
compreende uma série de estratégias que diferem com base na natureza da
fase estacionaria empregada [41]. Muitas técnicas espectroanaliticas
apresentam algumas limitacdes como a determinagdo de analitos em baixas
concentragdes e a grande interferéncia da matriz no sinal do analito.

A aplicacdo de métodos de pré-concentracdo, por exemplo, extracdo em
fase sélida (do inglés solid-phase extraction — SPE), pode resolver essas
limitacdes. A mesma é baseada na afirmacdo de que os analitos da amostra,
geralmente na forma liquida, séo distribuidos e retidos em uma fase solida,
como resina, carvao ativado, silica e oxido de grafeno. Depois de retidos e
separados, os analitos sdo entdo recuperados por eluicdo. A distribuicdo é
influenciada pelas forcas intermoleculares entre as fases, que influenciam a
retencdo e a eluicdo [42]. Outras caracteristicas importantes desse tipo de
extracdo sdo a simplicidade de operacéo, baixo custo de instrumentacao, alta
seletividade, baixo consumo de reagente, baixa geracdo de residuos e a
possibilidade de ser facilmente automatizadas [43], [44].

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas de microextracdo para
procedimentos de preparacdo de amostras levou a meétodos analiticos com
caracteristicas aprimoradas relacionadas a exatiddo, precisdo, limites de
deteccédo e rendimento da amostra. As principais técnicas de microextracao (e

mais desenvolvidas) incluem microextracdo em fase sélida (SPME)?

> SPME representa um método rapido e econdmico de preparacdo de amostras para GC e LC
gue ndo requer nenhum solvente. O SPME é composto de duas etapas basicas: (1)
particionamento de analitos entre a fase de extracdo e a matriz da amostra e (2) dessor¢éo dos
extratos concentrados em um instrumento analitico. Comparado ao SPE tradicional, a
guantidade de adsorvente usado em SPME é 1000 vezes menor e pode ser reutilizado até 50

vezes.
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microextracdo em fase liquida (LPME)?, extrac&o sorptiva por barra de agitacdo
(SBSE)* e extracdo em fase microssélida dispersa (D-y-SPE)°.] A SPME ja é
usada rotineiramente em laboratorios analiticos, enquanto o uso das outras
técnicas de microextracdo acima mencionadas ainda é marginal. No entanto,
todos apresentam alto grau de maturidade e, portanto, seu uso rotineiro é
esperado nos proximos anos. Todavia, € importante enfatizar que o processo
de extracdo se baseia na particdo dos analitos alvo entre a amostra e uma fase
aceitadora (fase liquida ou estacionaria). Infelizmente, independentemente da
técnica de microextracdo escolhida, as diferentes fases utilizadas cobrem
aproximadamente a escala de polaridade que leva a extracdo do analito-alvo
juntamente com outros compostos da matriz, dificultando sua determinacgéo
final pelas atuais técnicas cromatograficas. Essa falta de seletividade durante o
processo de extracdo torna necessario o desenvolvimento de aplicacbes
complexas usando diferentes solventes de lavagem, reduzindo assim as

vantagens inerentes as técnicas de microextracao [9].

® Na LPME os poros de uma membrana capilar porosa e hidrofébica (fibra oca) sdo

impregnados com o solvente organico de extracdo e o seu limen é preenchido com microlitros
de uma fase aceptora. Com isso, a fase aceptora ndo entra em contato direto com a matriz
aquosa (fase doadora), permitindo aplicar agitagdo constante durante a extracéo. Além disso, o
baixo custo de cada unidade de extrag&o possibilita 0 seu uso uma Unica vez. [72]
* Esta técnica foi desenvolvida para extrair analitos organicos de amostras liquidas e baseia-se
na sorcao de analitos em um filme espesso de polidimetilsiloxano (PDMS) revestido em uma
barra de agitacdo de ferro [73]. Consiste em duas etapas: (1) extracdo de um analito da
amostra para o polimero PDMS e (2) dessorcdo do analito do sorbente para o sistema
cromatografico.
® O D-u-SPE é um procedimento muito eficiente para aumentar a seletividade dos processos
analiticos. E uma técnica de preparacdo de amostras em que o adsorvente sélido na faixa de
Mg é disperso na solucdo analisada [74]. ApOs a centrifugacdo da suspenséo, os sedimentos
em fase sélida ficam no fundo do tubo de ensaio. Em seguida, € utilizado um solvente organico
apropriado para eluir os analitos de interesse do sorvente sélido antes da andlise do extrato
organico. Apés a eluicdo dos analitos adsorvidos, eles sdo dessorvidos termicamente ou
determinados diretamente por uma técnica adequada.
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Esquema 9. Linha do tempo da incorporacdo dos MIPs as técnicas de

microextracdo. (adaptado de [9])

Atualmente, existem varias técnicas de preparacdo de amostras, porém
todas sofrem com a falta de seletividade. Nesse sentido, os polimeros com
impressao molecular (MIP) sdo considerados excelentes materiais capazes de
realizar extracbes seletivas. Assim, os MIPs sdo excelentes materiais para
proporcionar seletividade a preparacado da amostra, sendo seu uso na extracao
em fase solida, a chamada “extracao em fase sélida com impressao molecular’
(MISPE), ja bem estabelecida atualmente [36]. Esferas de silica e polimero sdo
0s suportes fisicos mais tipicos da SPE, além de serem os principais materiais
usados no preparo de materiais molecularmente impressos.

Os resultados evidenciam que a combinacdo de MIPs com técnicas de
microextracao fornece poderosa ferramenta analitica com as caracteristicas de
ambas as tecnologias: simplicidade, flexibilidade e seletividade. Nesse sentido,
a incorporacdo de MIPs as técnicas de microextracdo tem sido uma area de
grande atividade nos ualtimos anos e marcos relevantes nesse campo sao
mostrados no Esquema 9.

No entanto, na literatura pouco se fala do uso de MIPs aliado a SPE
especifico para gentamicina. No banco de dados Web of Science, quando
usados os tépicos “MIP” “gentamicin” e “SPE” juntos nos deparamos com
apenas dois resultados, e mesmo quando os tdpicos usados sao “molecular

imprinted polymer” ou “solid phase extraction” ndo conseguimos resultados de
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grande impacto. E mesmo nesses casos, a busca nos mostra artigos que
tratam de andlises de aminoglicosideos, classe que se encontra a gentamicina,
mas nada que aborde um estudo profundo de algum material especifico para o
mesmo. Deste modo, a questdo de pesquisa norteadora da presente
dissertacdo foi: primeiramente, que material molecularmente impresso se
comportaria melhor tendo como molécula-alvo a gentamicina: matriz organica

ou inorganica? Seria possivel uma aplicagdo como MIPSPE desse material?
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVOS GERAIS

A presente dissertacdo tem como objetivo investigar as potencialidades
e limitagcbes no desenvolvimento de materiais com impressdo molecular para
pré-concentracao analitica de gentamicina em matrizes organicas e

inorganicas.

3.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar MIPs produzidos a partir do método sol-gel com
silica com MIPs orgénicos produzidos por polimerizagdo por
precipitacdo usando MAA como monémero funcional.

e Avaliar os processos de adsorcdo, além de definir o melhor
modelo cinético de equilibrio que descreve o processo de
adsorcao do sistema;

e Avaliar a seletividade dos MIPs e NIPs com diferentes moléculas

analogas a gentamicina.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo, seréo apresentados os materiais utilizados durante este
trabalho, bem com as metodologias de sintese dos MIPs

4.1. REAGENTES E SOLVENTES

Os materiais listados foram utilizados e acondicionados conforme o
fabricante, sem tratamento prévio.

e 1,1 — Azobis (ciclohexano carbonitrila) [C14H20N4] - Sigma-Aldrich, 98%;

e Acetonitrila (Anidrol, P.A);

e Acido cloridrico [HCI] - Merck, 23%;

e Acido metacrilico (MMA) [C4HsO-] - Sigma-Aldrich, 99%;

e Argonio (White Martins, puro);

e Etanol Absoluto;

e Tetraetilortosilicato (TEOS) [SiCgH2004] - Sigma-Aldrich, 99%;

e Trimetilolpropano trimetacrilato (TMPTMA) [C1sH260¢] - Sigma-Aldrich,
grau técnico;

e Sulfato de gentamicina (IQ Solucdes & Quimica SA);

¢ Ninhidrina (Riedel-de Haén)

4.2.SINTESE E CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS ORGANICO E
INORGANICO IMPRESSOS MOLECULARMENTE PARA EXTRACAO
DE GENTAMICINA

Ao todo foi sintetizado um conjunto de seis materiais, combinando dois
processos distintos: (i) rota sol-gel via acida (SGA) e (ii) polimerizacdo por
precipitacdo (P), conforme Tabela 1. Em ambos o0s processos foram
sintetizados materiais ndo impressos, dos quais foram chamados de NIPs,

materiais molecularmente impressos, MIPs e por fim, materiais sintetizados
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com gentamicina, aos quais foram chamados de GEN. Esses ultimos séo

materiais intermediarios, antes da etapa de extracdo para obtencao dos MIPs.

Tabela 1. Siglas empregadas para os materiais sintetizados pelas duas rotas.

Material Sigla
Sol-gel ndo impresso SG-NIP
Sol-gel impresso SG-MIP
Sol-gel com gentamicina SG-GEN
Polimero ndo impresso P-NIP
Polimero impresso P-MIP

Polimero com gentamicina P-GEN

4.2.1. Preparacao do polimero organico

Para a rota de polimerizacdo por precipitacdo, em uma primeira etapa,
ocorreu a pré-polimerizacdo, onde iniciou uma interacdo entre o monémero
funcional (acido metacrilico, MAA) e a molécula molde — neste caso o sulfato
de gentamicina. Essa rota de polimerizacdo por precipitacdo foi adaptada,
substituindo os mondémeros e agente reticulante de Vallo e colaboradores.[45]
Em um Becker foram adicionados 2,370 mmol (0,2 mL) de MAA juntamente
com 3,1360 mmol (1 mL) do agente de reticulacdo trimetilolpropano
trimetacrilato (TMPTMA) e 100 mg de sulfato de gentamicina em 35 mL de
solvente (acetonitrila), que atua como agente porogénico. Os reagentes
interagiram por 24 horas a temperatura ambiente sob agitacdo magnética para
assegurar a homogeneizacéao do sistema.

Apbs o periodo de pré-polimerizacéo, a solucao foi vertida em um copo
de Teflon® (de 100 mL), que foi inserido em uma autoclave de aco inoxidavel.
Junto a solugao foram acrescidas 28 mg do iniciador radicalar 1,1’- azobis. O
sistema foi submetido por 5 minutos sob fluxo de argbénio para remocédo do
oxigénio presente. Vencido este procedimento, a autoclave foi devidamente
selada e introduzida em uma estufa com rotacdo mecéanica (MARCONI, SP,
BR) mantendo sob agitacdo e temperatura constante de 90 °C por 24 horas. O

polimero final foi obtido por decantagcdo, onde passa por uma etapa de
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secagem a 50°C por 12 horas, e uma de moagem até obter um pé fino e
homogéneo, e por ultimo, foi acondicionado em frascos.

Em seguida, o polimero foi colocado em contato com 20 mL de agua
deionizada e submetido a extracdo em um processador ultrassénico Models
250 & 450, fabricado por Branson-Sonifier® (Schwéabisch Gmund, Germany).
Foram realizados 5 ciclos de extracdo de 120 segundos, intercalados por
intervalos de 30 segundos. A amplitude utilizada foi de 30%. Depois de
realizados os ciclos de extragcdo as amostras foram dispostas em tubos falcon
de 20 mL e submetidas a centrifugacdo, recolhendo-se o solvente com

gentamicina do material entdo impresso.

4.2.2. Preparacao do material inorgénico

Para o preparo da silica molecularmente impressa com gentamicina, foi
utilizado o processo sol-gel catalisado por meio acido. Utilizou-se 10 mL de
TEOS como precursor de silica e 8,6 mL de HCI 0,2 M. A mistura foi mantida
sob agitacéo por 12h. Diluiu-se 1g de sulfato de gentamicina em 5 mL de agua
deionizada, correspondendo desse modo a 600 mg de gentamicina, e se
adicionou a mistura anterior. A solucdo (sol) foi mantida sob agitacao
magnética e temperatura ambiente até a obtencao do gel.

Apés, o Béquer contendo o material sol-gel foi levado a estufa (Cole-
Parmer®) por 12 horas a 50°C. O material resultante foi moido em gral e pistilo,
até obtencao de um po fino e homogéneo e acondicionado.

Para a extracdo de gentamicina, o sol-gel contendo o farmaco foi
suspenso em 20 mL de agua deionizada e submetido a0 mesmo processo de

extracdo que o polimero descrito no item 4.2.1.
4.2.3. Caracterizacao dos MIPs
A maioria das analises foi realizada nas dependéncias do Instituto de

Quimica da UFRGS. Aquelas realizadas alhures, encontram-se descriminadas.
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4.2.3.1. Anédlise estrutural

4.2.3.1.1. Espectroscopia na regido do Infravermelho com
transformada de Fourier — FTIR

As andlises de FTIR dos materiais sintetizados foram feitas através de
pastilhas com uma espessura de cerca de 1 mm e 5 mm de diametro. Para a
formacéo da pastilha, cerca de 10% em massa de amostra foi adicionado a KBr
seco, onde foram misturados em gral com pistilo. Os espectros FTIR dos
sensores foram obtidos utilizando o equipamento Shimadzu FTIR 8300 na

funcdo de transmitancia coadicionando 32 varreduras com resolucéo de 4 cm™,

4.2.3.1.2. Espectroscopia de reflectancia total atenuada — ATR

Também foram realizadas analises em modo de reflectancia total
atenuada, a fim de se analisar a superficie dos materiais, depositando uma
guantidade de amostra (p6) sobre cristal de KBr com 32 aquisicdes e resolucéo

de 4 cm™ em equipamento Alpha P Bruker na faixa de 4000 a 400 cm™.

4.2.3.1.3. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
- XPS

As medidas de XPS foram realizadas em um equipamento OMICRON
(CHA - Concentric Hemisferical Analyser) modelo EA 125, utilizando radiacao
Al/Ka (1486,6 eV) e anodo operado a 15 kV, 15mA e 225W. O espectro de
varredura (Survey) foi obtido com uma energia de passagem de 50 eV e passo
de 1 eV e as regides especificas de interesse foram obtidas em uma resolucao
maior, energia de passagem de 10 eV e passo de 0,1 eV. As amostras foram
depositadas sobre fita de cobre em porta amostras de molibdénio e transferidas
sob atmosfera para a pré-camara. A pressdo na camara de andlise foi de 1x10®

mbar.
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4.2.3.2. Analise Textural e Morfolégica

4.2.3.2.1. Area Especifica e Porosidade

A area de superficie do material foi investigada usando porosimetria de
nitrogénio em um analisador Micromeritics Gemini. As amostras foram
desgaseificadas a 110°C durante 24 h sob vacuo antes de cada medigdo. A
area especifica foi determinada a partir das isotermas de adsorcao/dessor¢cao
de nitrogénio (pureza 99,99%, White Martins) a -196 °C usando o método
Brunauer-Emmett-Teller (BET) na faixa de pressao parcial de 0,01 < P/P, <
0,35. Os tamanhos dos poros foram calculados usando a equacéo de Barrett-

Joyner-Halenda (o método BJH) com os padrbes de Halsey.

4.2.3.2.2. Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos — SAXS

Os experimentos de SAXS foram realizados no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) em Campinas, na linha D1B-SAXS1 usando um comprimento
de onda de 1,488 A e um detector Pilatus 300k. SAXS é uma técnica utilizada
para estudar heterogeneidades estruturais de tamanho coloidal [46]. Nesta
técnica, um feixe de Raios X de baixa divergéncia incide sobre a amostra e um
padrao de intensidade, resultante do espalhamento coerente que surge da néo
homogeneidade da densidade de elétrons dentro da amostra, € medido em
funcdo do angulo de espalhamento. O feixe de Raios X passou por um
monocromador de silicio e colimado por um conjunto de fendas que definem um
tipo de geometria denominada pin-hole®. O feixe incidente foi detectado por duas
disténcias diferentes entre amostra e detector de 994,2 mm e 2245,7 mm — com a

intencdo de aumentar a faixa do vetor q coletada, onde q = (4m/A)send; e

® Pin-hole: Designac&o do inglés "buraco de agulha" relacionado & geometria de colimac&o do
feixe eletromagnético na linha de SAXS. Caracteriza-se por apresentar um orificio Unico.
Aumenta o campo de visdo da regido em estudo, proporciona pequeno campo de deteccéo.
Possui um ponto focal e o seu campo de visdo aumenta com a distancia. E comumente
utilizado para ampliacdo da imagem.
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20 = angulo de espalhamento. Os sensores foram dispostos entre duas fitas
de Kapton e o feixe de Raios X colimado foi passado através de uma camara
contendo o porta amostras de a¢o inoxidavel. As medidas foram realizadas em
temperatura ambiente e, behenato de prata foi utilizado como padrdo de
calibracdo para a distancia entre detector e a amostra, inclinacao e posi¢édo do
feixe. A transmisséo e corre¢des da radiacao de fundo e para as fitas Kapton®
foram realizadas na imagem 2D antes do processamento dos dados de
amostragem. A média dos padrdes de espalhamento isotropicos foi realizada
radialmente.

Num sistema isotrépico, a intensidade de SAXS, I(q), funcéo da forma e
tamanho das particulas, é descrita em termos do moédulo do vetor de
espalhamento g, definido por:

q = (41/A)sen(8/2) (2)

onde A é o comprimento de onda da radiagcédo incidente e 6 o angulo de
espalhamento. H4 uma lei de reciprocidade, como na lei de Bragg, entre o
moddulo do vetor de espalhamento q e o comprimento caracteristico L da escala

com a qual se esta estudando um objeto, de modo que:
L~1/q 3)

Dessa forma, variando-se o intervalo de q pode-se estudar um objeto em
diferentes escalas de resolucédo. Via de regra, particulas coloidais de pequenas
dimensdes produzem largos dominios na curva de intensidade de
espalhamento I(g) enquanto que particulas de grandes dimensdes produzem
estreitos dominios.

A intensidade de espalhamento, I(q), por um sistema de N particulas
idénticas espalhando independentemente pode ser aproximada pela lei de
Guinier [46]:

I1(q) = N(Ap)*v?exp(—R;q?%/3) (4)

onde Rg € o raio de giro das particulas de volume v e Ap a diferenca entre as
densidades eletrbnicas das particulas e da matriz na qual elas estdo dispersas.

A lei de Guinier deve ser observada para pequenos valores de q tal que qRg <
40



1. Se o sistema é polidisperso, isto €, ha uma distribuicdo de tamanho de
particulas. Entdo, o valor de Rg observado através da lei de Guinier tem peso
muito grande das maiores particulas [47]. Neste caso, apenas um valor médio
de Rec com peso muito grande das maiores particulas espalhando pode ser
obtido através de um gréfico log 1(g) versus g°.

A intensidade de espalhamento I(g) para valores maiores de q,
correspondente a parte assintética da curva (gL >> 1), segue a lei de Porod
[48]:

I(q) = 2n(Ap)*Sq~* (5)

onde S é a superficie de interface entre as particulas e a matriz. A lei de Porod
é valida para particulas de tamanhos dissimilares, independente do estado de
compactacao (vale também para um sistema de duas fases homogéneas
ocupando as fracbes de volume ¢ e (1- ¢)), desde que gL >> 1 para qualquer
dimensdo L das particulas (ou fases) e que a interface tenha um contorno
nitido (ndo difuso) e seja perfeitamente lisa (superficie ndo fractal). Um grafico
de log I(q) versus log q para um tal sistema resulta numa reta com inclinagéo —
4 na regigo de Porod, de modo que a quantidade 1(q)q* permanece constante,
uma quantidade denominada constante da lei de Porod frequentemente
indicada por Kp.

A andlise dos dados de SAXS foi processada utilizando o software Igor
Pro (WaveMetrics) empregando a rotina de avaliacdo Irena.[49] O ajuste
unificado de mudltiplos niveis foi utilizado para descrever 0s niveis
organizacionais estruturais nos dados de espalhamento. Neste método, o
espalhamento resultante de cada nivel estrutural é a soma de uma forma

exponencial de Guinier e uma cauda é descrita pela Lei de Poténcias’.[50]

" Na Fisica, uma lei é dita lei de poténcia se entre dois escalares x e y ela é tal que a relacdo
pode ser escrita na forma: y = ax*, onde a e k sdo constantes. A lei de poténcia é expressa por
uma linha reta em um gréfico log-log, pois a equagdo anterior pode ser escrita como: log(y) =
klog(x) +log(a) que é a mesma forma da equagdo de umareta, y = mx + c.
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4.2.3.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Utilizou-se um microscépio eletrébnico de varredura da marca JEOL,
modelo JSM 6060, operado a 10 kV no Centro de Microscopia e Microanalise
(CMM) da UFRGS. As amostras foram preparadas dispondo uma quantidade
pequena de cada sensor em uma fita de carbono a qual foi fixada sobre porta
amostra de aluminio, que posteriormente foi submetido a metalizacdo com uma
fina camada de ouro. As micrografias foram obtidas com diferentes magnitudes.
A técnica permite avaliar a diferenca morfolégica entre os MIPs e os NIPs
preparados.

4.2.3.2.4.  Microscopia Confocal

As analises de microscopia confocal foram realizadas em um
microscopio confocal FluoView (Olympus), modelo FV1000 equipado com a
objetiva UPLSAPO 60X O NA:1.35. O equipamento foi operado no Centro de
Microscopia e Microandlise da UFRGS. A linha de laser de excitacédo foi 510
nm. Uma pequena quantidade dos materiais adsorventes foram disposta em
laminula de vidro. As imagens, obtidas em modo sequencial, foram feitas ao
longo do eixo z dos sensores e processadas e analisadas pelo software

FluoView (Olympus).

4.3.ESTUDOS DE ADSORCAO

Para avaliar a capacidade de reconhecimento e da adsor¢cdo do MIP e
NIP estudos de adsorcéo e isoterma de adsorcéo foram realizados.

Para o estudo de adsorcao foi preparada uma solu¢do de gentamicina
100 mg.L™* em solucéo tampdo de fosfato pH 7,4 e foram usados 10 mg de
cada material sintetizado. Os materiais previamente pesados foram transferidos
para tubos de ensaio com tampa e adicionados 5 mL da solucdo de
gentamicina recém preparada, sendo cada ensaio preparado em triplicata. Em
seguida, os tubos foram fechados e agitados por 4 h em agitador horizontal. Ao
final do tempo decorrido, recolheu-se 2 mL da solucéo, centrifugou-se e entao

realizou-se a leitura em espectrofotometro UV-Vis seguindo o método
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colorimétrico com nihidrina, com equacao da reta igual a y = 0,0148x - 0,3285,
r’=097eN=7.

A capacidade de adsorcdo dos materiais foi avaliada pela diferenca da
concentracdo de gentamicina antes e depois da adsorcéo e foi estimada pela
equacao (6).

0~ (Co — C;) x 1000 x V ©)

m

onde: Q (ug.gh) é a capacidade de adsorcdo por unidade de massa dos
materiais, Co (mg.L™) a concentracéo inicial da solucdo do analito, Cs (mg.L™) a
concentracdo do analito livre no equilibrio, V (L) € o volume da solug¢do de
gentamicina e m (g) é a massa do material.

O fator de impressédo (IF) foi determinado com base na equacao (7),
sendo este definido pela razdo da resposta do MIP versus NIP.

IF

_ Qumip 7)

a QNIP
4.3.1. Estudo Cinético de Adsorcéao

Para determinar os tempos de equilibrio para a adsorcéo de gentamicina
aos materiais molecularmente impressos, foram realizados estudos cinéticos
de adsorcao. Selecionaram-se 0s materiais mais adequados, ou seja, aqueles
gue apresentaram valores de IF melhores como descrito no anteriormente.

Em tubos de ensaio providos com tampa foram adicionados 5 mL de
solucdo de gentamicina (100 mg.L™) e 10 mg de MIP. Os tubos foram fechados
e submetidos a agitacdo mecanica (500 rpm) em equipamento Sheker GFL
3005, fabricado por Gesellschaft fur Labortechnik mbH® (Burgwedel, Germany)
em temperatura ambiente. Cada frasco correspondeu a um determinado
intervalo de tempo (15 a 300 min). Ao término de cada intervalo de tempo, o
frasco correspondente era retirado da agitacdo e 2 mL da solucéo recolhida,

centrifugada e analisada pelo método colorimétrico em UV-Vis.
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4.3.2. Isotermas de Adsorcao

As isotermas de adsorcédo foram realizadas preparando solucdes de
gentamicina adequadas para cada tipo de material. Para o SG-MIP preparou-
se uma curva com concentracbes de 20 a 400 mg.L™, enquanto que para P-
MIP as concentracbes selecionadas foram de 20 a 250 mg.L™. Em seguida
foram adicionados 10 mg de material adsorvente em tubos de ensaio com
tampas juntamente com 5 mL de solucdo de gentamicina. As amostras foram
mantidas sob agitagdo mecéanica constante (mesma condi¢cdo e equipamento
usados no item 4.3.1) por uma hora. Apds esse tempo, aliquotas de 2 mL
foram recolhidas, centrifugadas e analisadas pelo método colorimétrico em UV-
Vis.

A estimativa dos parametros de ambas as isotermas foi realizada
utilizando-se quadrados minimos nao-lineares (non-linear least-square NLLS)
que foi implementado no Matlab usando a fungéo fmincon.[51]

A qualidade da estimativa dos parametros foi analisada a partir do
intervalo de confianca do parametro (I), da matriz de correlacdo (C), do
coeficiente de determinacao (r%), e avaliando visualmente a qualidade de ajuste
(dados previstos vs. dados experimentais).

O intervalo de confianca e a matriz de correlacdo foram calculadas
considerando a distribuicdo de t-Student para confianca de 95% como

mostrado nas Equacdes (8) -(15).

I=pt ta,(n—np)ap(i) (8)
— (©)
o, = |diag(vy)
1+ 095 (20)
0a=—
2
2 2 T -1 (11)
Vp = Vaxp (M M)
VZ — ?=1Vi2 (12)
P n-n,
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5qe] (13)

M(qe,p) = [5p

v aa
( p)” ;para i # j

/ (Vp)ii (Vp)” (14)

Cij=1;parai=j

Cij =

onde:

p € o parametro estimado;

g, € 0 desvio padrdo do parametro;

Vayp € @ matriz de covariancia do parametro;
Vayp € a variancia experimental média;

vZé a variancia experimental do experimento i;
M é a matriz derivada;

C é a matriz de correlacao;

Diag € a matriz de covariancia (diagonal);

€ € 0 desvio previsto;

q. € a quantidade adsorvida do composto;
n € 0 numero de pontos experimentais;

n, € 0 nUmero de parametros ajustaveis.
Isotermas de adsorcéo de Freundlich e Langmuir

Isoterma de adsorcdo de Freundlich € mostrada na Equacdo (16)
Contudo, usando a Equacao (15) nas estimativas leva a valores altamente

correlacionados de k¢ e 1/n. [52]

1
qe = keC,/n (15)

A fim de obter parametros de baixa correlacdo, Equacdo (16) foi
redefinida considerando uma nova variavel C; = KC,. As Equacdes (13) —(17)
podem ser usadas no ajuste de dados para uma substituicdo adequada de C;

na Equacdo (15). Nesse sentido, parametros de baixa correlacdo podem ser
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estimados a partir da configuracdo adequada de K permitindo que a matriz de

MTM n&o seja singular na Equacéo (8). [52]

ge = a(C)F (16)

e = aKﬁ(Ce)ﬁ (17)

Onde: k; = akf e 1/, = .
Infelizmente, uma modificacdo similar ndo é tdo simples de ser aplicada

na isoterma de adsor¢ao original de Langmuir (Equacéo (18)).

_ qmkqCe

= 18
Q=71+ k,Ce. (18)
Isoterma BET modificada para adsorcéo sélido-liquido
_ Y1Y2Ce
de (19)

abs( - G (1+ G2 - D)

Onde: abs(x) € o valor absoluto do argumento x.
A isoterma modificada de BET n&o € uma funcéo continua. Para C, = y;
a funcao torna-se infinita. Sendo assim, é necessario que se apliqgue a Equacéao

(19) entre duas regides, C, < y; e C, > ys.
4.3.3. Estudos Comparativo de Farmacos

Para avaliar a eficiéncia dos materiais desenvolvidos frente a outras
moléculas similares a gentamicina, foi utilizado sulfato de gentamicina e outros
dois farmacos com estruturas semelhantes, tobramicina e sulfato de amicacina.
Uma solucdo de 100 mg L™ de cada um dos compostos foi preparada em
tampéo fostato, com pH 7,4. Esse estudo foi feito adicionando-se 10 mg do
material adsorvente em um frasco com 5 mL contendo uma das solucdes. A

mistura foi mantida sob agitacdo constante por 4h e temperatura ambiente
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(mesma condicdo e equipamento usados no item 4.3.1). ApGs esse periodo, 0
sobrenadante foi recolhido, centrifugado e analisado pelo método colorimétrico
em UV-Vis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo discutidos os resultados referentes a performance
e caracterizacao dos materiais sintetizados através da tecnologia de impressao
molecular. Para tal, optou-se em dividir o capitulo em trés partes: (i)
caracterizacdo da andlise estrutural, na qual se investigou os dados de UV,
FTIR, ATR e XPS; (ii) andlise textural e morfologica dos materiais sintetizados,
através das andlises de BET, SAXS, MEV e Microscopia Confocal. Por fim, (iii)
o desempenho dos materiais impressos sintetizados foi avaliado frente a
capacidade de se mostrarem adsorventes eficientes para a gentamicina
através dos estudos de adsorcao.

5.1. DESEMPENHO DOS MATERIAIS SINTETIZADOS

Na Figura 1 sdo apresentadas imagens dos materiais obtidos antes e
depois da etapa de extracdo da gentamicina usando processador ultrassénico.
Apenas o0 material SG-Gen apresentou uma coloracdo diferente antes da
extracdo. Os demais sempre se mantiveram como pos brancos.

Figura 1. Imagens de (a)SG-NIP (b)SG-Gen (c)SG-MIP (d)P-NIP (e)P-Gen

(fP-MIP.
48



O primeiro teste realizado teve como parametro o fator de impresséo (IF)
descrito no item 4.3. Na Tabela 2 sdo mostrados os valores de concentragéao
inicial da solucdo do analito (Co em mg.L™); da concentracéo do analito livre no
equilibrio (Cs em mg.LY); da capacidade de adsorcdo (Q) e do fator de
impressao para cada um dos materiais.

A analise dos materiais impressos frente aos seus materiais nédo
impressos permite avaliar a eficacia e se a sintese ocorreu corretamente com
respeito a impressao da molécula alvo. Os resultados apresentados apontam
gue ha uma relacdo adequada entre SG-MIP/SG-NIP com valor de IF igual a
1,54 demonstrando que sitios especificos para gentamicina foram formados
com maior eficiéncia. Em contrapartida, os resultados para a relacédo P-MIP/P-
NIP mostram que essa eficiéncia menor para esse material, nesse caso o IF

obtido foi igual a 1,08

Tabela 2. Dados obtidos do estudo de adsorcdo para os materiais adsorventes.
Co =107,6 mg.L™.

Cs (mg.L™) Q (ug.g™) IF
SG-MIP 70,667 18467,797 1,533 + 0,031
SG-NIP 83,500 12026,350 i
P-MIP 88,767 9417,117 1,077 4+ 0,038
P-NIP 90,000 8749,320 -

Onde C, = concentragdo inicial da solugcdo do analito; Cs = concentracdo do analito livre no

equilibrio; Q = capacidade de adsorcéo; IF = fator de impresséo.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 2, foram realizadas
analises de caracterizacdo dos materiais com o intuito de se entender esses

comportamentos distintos entre 0 SG e o P.
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5.2. CARACTERIZACAO DOS MIPS.

5.2.1. Andlise Estrutural

Inicialmente foram feitas leituras do sulfato de gentamicina e dos
materiais SG-Gen e P-Gen por Espectroscopia de Refletancia Difusa no
Ultravioleta/Visivel (UV-DRS) e Espectroscopia na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). A primeira foi realizada com a intencdo de
observar se haveria algum deslocamento da banda de gentamicina (247 nm)
guando a mesma fosse sintetizada com os materiais SG e P, ou seja,
decorrente da interacdo do farmaco com a matriz. Todavia, 0s espectros ndo
apresentaram nenhum sinal que pudessem revelar algum comportamento
distinto e relevante dessa interacéo, sendo entédo descartada sua interpretacao
para o presente estudo.

Com relacao a andlise de FTIR, primeiramente foi realizado um espectro
apenas do farmaco. O objetivo era identificar os picos caracteristicos da
gentamicina que pudessem ser observados nos materiais adsorventes e dessa
forma explorar a existéncia da sua interagcdo com a matriz antes e depois da

etapa de extracdo (Figura 2)

Transmitancia (%)

4000 I 35|00 I BOIOO ' 25IOO I 20|00 I 15|00 I 10|00 I 5(|)0
Nimero de onda (cm’)
Figura 2. Espectro de FTIR do sulfato de gentamicina. Pastilha em KBr.

Resolucdo 4 cm™.
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Na Tabela 3 estdo descritas as frequéncias e atribuicbes de cada pico

apresentado na Figura 2.

Tabela 3. Principais picos de FT-IR do sulfato de gentamicina.[53]

Pico Atribuic&o Frequéncia (cm™)
6 Se—cc 615
5 SH_o—c 1116
4 On-chs3 1411
3 Sucn 1465
2 Seonon 1531
1 Sunn 1629

Assim como para o farmaco, medidas na regido do infravermelho foram
realizadas para ambos os materiais, SG e SG-MIP, e 0s espectros obtidos para
as amostras sédo apresentados na Figura 3a e 3b. Observa-se que ambos os
espectros sédo similares. Em 3439 cm™ (1) ha o estiramento de grupos OH
resultantes de silandis ndo condensados e a agua residual adsorvida, cuja
presenca é confirmada pela banda centrada aproximadamente em 1643 cm™
(2), atribuida & deformacado da molécula de agua.[54] Em 935 cm™ (4), destaca-
se a deformacéo (ds;,_o—y) do grupo silanol.[55] Por fim, encontram-se em 1100
cm® (3) e 800 cm® (5) as bandas correspondentes, respectivamente, ao
estiramento assimétrico (vs;_o) € simétrico (vg;_p) da ligacdo Si-O da rede e
silica. [56], [57]

N&o héa diferencas significativas entre os espectros de infravermelho do
SG-NIP e SG-MIP, jA que a diferenca entre os dois é essencialmente
morfolégica e ndo de composicdo quimica e estrutural. No entanto, vale
ressaltar a existéncia do pico em 617 cm™ (6) na Figura 3b referente a
deformagédo (6;_c_¢) dos anéis. O mesmo é encontrado no espectro do

material antes da extracdo e desaparece no espectro do SG-MIP.
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(a) (b)_ ——SGGEN

Transmitancia ()
Transmitancia ()

1 4

T T T T T T 1 T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm’) Namero de onda (cm )
Figura 3. Espectro de FTIR para todos os materiais sintetizados com matriz
inorgénica. (a) SG-NIP e (b) acima SG-Gen e abaixo SG-MIP.

Para o P e P-MIP, as medidas na regido do infravermelho encontram-se
na Figura 4. Em 3506 cm™ (1) ha o estiramento de grupos OH, em 1732 cm™
(2) [58] encontra-se o pico referente as vibracOes de estiramento (vo—,) do
grupo —COOH. J4 os picos destacados em 1153 cm™ (3) e 970 cm™ (4) [59]
correspondem a deformacéo (6.-o—_c), presente no material reticulante usado
(TMPTMA) e ao estiramento (6.-cy2), respectivamente.

Assim como observado para o SG, ndo ha diferencas notorias entre os
espectros de infravermelho do P-NIP e P-MIP; o que pode ser ressaltado € o
pico encontrado em 1384 cm™ (5) devido ao (8y_o_¢) que aparece no espectro
do material polimérico com o farmaco, antes da extracdo (P-GEN), e que nao

aparece nem no espectro do material branco nem apos a extracdo do farmaco.

Q
~
]

()] e

——P-MIP

Transmitancia )
n
Transmitancia («)

2 3

T T T T T T 1 T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (Cm'w) Numero de onda (ch)
Figura 4 — Espectro de FT-IR para todos os materiais sintetizados com matriz
organica. (a) P-NIP e (b) P-Gen (vermelho) e P-MIP (azul).
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De acordo com a Tabela 4, as bandas referentes a deformacao do grupo
SIOH apresentaram o0s maiores deslocamentos para o material SG-Gen,
indicando provavel interacdo com as moléculas do farmaco. Para o polimero,
no entanto, ndo foi observado nenhum deslocamento que se mostrasse
significativo, isso se deve muito provavelmente pelo fato da concentracdo de
gentamicina usada para a sintese do P-Gen ter sido em menor quantidade em
comparacdo ao SG-GEn e também pela possibilidade do farmaco ter se

mantido na regido interna do material.

Tabela 4. Deslocamento das principais bandas presentes na gentamicina e os

possiveis deslocamentos (> 4 cm™) nos materiais SG-Gen e P-Gen.

Frequéncia (cm™)

Sol-Gel Polimero
Atribuicéo SG SG-Gen Av | Atribuicao P P-Gen Av
Vo_n 3439 3433 6 Vo-n 3506 3506 0
(bo-m)n,0 1643 1635 8 Veeo 1732 1730 2
Vsi_o 1100 1120 20 Sc—o-c 1153 1155 2
8si—o—n 935 952 17 Sccha 970 970 0
Vsi—o 800 796 4

Espectros de ATR também foram analisados. Essa € uma analise onde
a radiacdo é direcionada a um angulo especifico (rasante), no qual, antes de
alcancar a amostra, a radiacdo € totalmente refletida no cristal opticamente
denso onde a amostra é suportada, permitindo assim que o feixe de luz penetre
numa camada fina da superficie da amostra possibilitando por fim o estudo da
sua superficie.

Ao observar os espectros de ATR obtidos para ambos os materiais,
antes e apos a etapa de extracdo, observa-se que no material SG existe uma
grande diferenca, principalmente no aparecimento do pico em 1070 cm™
caracteristico do estiramento de Si-O que aparece apenas no material

impresso (SG-MIP), indicando assim, que muito provavelmente as moléculas
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de gentamicina tenham se mantido na parte externa do material, pois esse

mesmo pico é subtraido no espectro do material antes da extracao (SG-GEN).

Transmitancia ()

—— SG-GEN
— SG-MIP

T T T T T T T T T 1 T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm’)

Figura 5. Espectro de ATR para SG-GEN e SG-MIP.

Para o material polimérico, no entanto, ndo se observou supresséo de
nenhum pico no espectro do material P-GEN, ou ao mesmo o surgimento de
algum pico no espectro do material P-MIP que pudesse indicar a mesma
caracteristica do material SG; para este, acredita-se que as moléculas de
gentamicina tenham se incorporado ao material, se acumulando no interior dos

mesmos.

Transmitancia («)

——P-GEN
——P-MIP

-—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm’)

Figura 6. Espectros de ATR para P-GEN e P-MIP.
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Para complementar a andlise estrutural das amostras e a fim de se
comprovar as possiveis interagdes entre gentamicina e os materiais SG e P,
foram realizadas andlises de Espectroscopia Fotoeletronica de Raio X (XPS)
dos materiais SG-Gen e P-Gen.

O principal pico investigado foi do nitrogénio (1s), e os dados a respeito
da sua energia de ligacdo (eV) e largura a meia altura de ligacdo (eV) — do
inglés full width at half maximum, FWHM — sdo encontrados na Tabela 5.

Tabela 5. Energia de ligacdo, valores de FWHM, e a razdo entre as areas de

pico N/S para a gentamicinia, SG-Gen e P-Gen.

Energia de .
_ FWHM (eV) N/Si
ligacao (eV)
Gentamicina 403,9 1,9 -
SG-Gen 406,6 2,5 0,17

P-Gen - - -

Como é observado na Tabela 5, o pico referente ao nitrogénio néo foi
observado no material P-Gen. Isso pode ter ocorrido pelo fato de alguns
materiais, poliméricos muitas vezes, apresentarem degradacdo por fontes
monocromaticas ou ndo monocromaticas de raios X.

Com relacdo a energia de ligacdo, percebe-se um aumento do valor
encontrado para o farmaco (403.9 eV) isolado com relacdo quando o mesmo €
incorporado ao material SG (406.6 eV). Esse aumento indica que o nitrogénio
presente no material SG-Gen se encontra mais catiénico, ou seja, esta doando
densidade eletrénica para algum atomo vizinho. Quando comparado com o0s
resultados ja encontrados por FTIR, em que h&d um deslocamento da banda de
Si-O e Si-OH para numero de onda maior para o material SG-Gen, isso indica
gue o nitrogénio pode ser sim um dos responsaveis pela interacdo da
gentamicina com o xerogel. Além disso, foi possivel observar um aumento no

valor de FWHM, sugerindo uma maior heterogeneidade das espécies na silica.

5.2.2. Analise Textural e Morfolégica
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A determinacdo da area especifica dos materiais tem o0 objetivo de
observar a presenca de microporos, mesoporos e macroporos. Tal
procedimento permite determinar as caracteristicas relacionadas a porosidade
e area especifica dos materiais sintetizados. Os gréficos obtidos das isotermas
de adsor¢cdo em fase gasosa, e os graficos de distribuicdo do tamanho de poro

BJH encontram-se na Figura 7.
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Figura 7. (a) e (b) representam os graficos das isotermas de adsorcéo-
dessorcdo de N, para SG-MIP e P-MIP, respectivamente. No inset de cada
uma das figuras estéo contidos os graficos de distribuicdo de tamanho de poro
por modelo BJH.

Através da Figura 7 € possivel identificar diferentes perfis de isotermas,
além de volume e diametro de poros distintos, mostrando assim a diferenca
entre os materiais. De acordo com a classificacao oficial da IUPAC, a isoterma
do adsorvente SG-MIP (Figura 7a) € classificada como tipo la, ja a isoterma do
P-MIP foi classificada como sendo do tipo Il e ambas ndo apresentaram
formacdo de histerese em seus graficos. O que € possivel extrair desses
graficos é que os dois materiais apresentam microporos, mas o que os difere &
gue no material SG-MIP a quantidade de microporors € muito superior quando
comparado ao material P-MIP. Na Tabela 6 s&do apresentados os dados

extraidos das isotermas de adsorcao/dessorcao de No.
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Tabela 6. Caracterizagdo textural dos MIPs a partir das isotermas

adsorcao/dessorcao de Na.

Area especifica

MIP BET (m?g Volume poros (cm3g™)
SG - NIP 515 0,1156
SG - Gen 1,57 0,0122
SG - MIP 671 0,0709
P—NIP ; ;
P - Gen - -
P - MIP 86 0,2055

Os dados apresentados na Tabela 6 demonstram que cada material
apresenta caracteristicas de fato distintas. O material SG-MIP apresenta
elevada &rea especifica (671 m’g?), quase oito vezes maior quando
comparada com a area especifica do material P-MIP (86 m?g™). J& quando
comparados tamanho de poros e volume de poros o material P-MIP apresentou
valores superiores ao SG-MIP e a todos os demais. Para os materiais P-Gen e
P-NIP nado foram possiveis realizar a determinacao da area especifica.

Ao comparar a area especifica do material SG-MIP (671 m?g?) ao seu
correspondente ndo impresso (515 m’g’), observa-se um aumento desse
valor, demostrando assim que a gentamicina afetou as propriedades texturais
do material. Esse fenbmeno se deve ao fato da formacdo de cavidades
geradas pelo farmaco apés a extracdo do mesmo. O tamanho médio dos
poros, no entanto, ndo apresentou mudanca significativa do material branco
para o material impresso, o que se teve foi uma diminuicdo do seu volume em
aproximadamente 60%. Isso pode estar ligado ao tamanho da estrutura da
gentamicina e de como a mesma se comportou na formacéo das cavidades na
superficie do material SG-MIP. Vale ressaltar que a sintese do sol-gel através
de catdlise acida, apresenta materiais com area especifica elevada, podendo
chegar até 600 m?’g™? dependendo da quantidade de &cido adicionado[61],
guando comparado com a literatura, os valores de SG-MIP também se

mostraram adequados;[62], [63] Para o SG-Gen, ou seja, 0 xerogel antes da
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etapa de extracdo do farmaco, o valor de area especifica € baixissimo, ainda
mais comparado com os valores do NIP e do MIP. Isso caracteriza um material
muito pouco poroso, consequéncia do preenchimento desses poros pela
gentamicina. Para o polimero, a comparacédo dos valores de area e tamanho e
volume de poros ficaram prejudicados devido a falta de dados para os
materiais P-NIP e P-Gen.

O espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) € uma técnica
experimental baseada na interacao de raios X com a matéria, compartilhando o
mesmo principio fisico basico da técnica de cristalografia por difracdo de raios
X. A diferenca entre essas duas técnicas é que a primeira apresenta apenas
um contraste do sinal entre a densidade eletr6nica média da particula e do seu
ambiente quimico sem qualquer informacao sobre as posi¢cdes atdmicas, sendo
assim, as informacdes obtidas por essa técnica nos permitem esclarecer como
se deu o crescimento e organizacdo das particulas fractais dos materiais em
escala manomeétrica (entre 1 e 100 nm).[64]
(A) 1073 SG-NIP @
” * SG-NIP

SG-MIP 10"
* SG-MIP

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

0,01 0,1 0,01 0.1
q (nm") q(nm”)

Figura 8. Curvas de SAXS dos materiais adsorventes, onde o simbolo (circulo)
representa as intensidades originais de cada amostra, jA as linhas solidas
representam a intensidade obtida através do modelo unificado: azul para os
materiais NIP e vermelho para os materiais molecularmente impressos (MIP).
(@) SG (b) P.

Apés realizar o ajuste unificado nas curvas de SAXS, presentes na
Figura 8, é possivel apontar que as estruturas sao organizadas em estruturas
multi-escala, na maioria dos casos, divididas em duas regides: (i) nivel 1, onde

58



g > 0,2 nm, regido de alto angulo, fornecendo dados referentes as particulas
primarias, através do raio de giro (Rg;) — corresponde a regido de Porod, com a
Lei de Poténcia igual a 4,0, indicando que as particulas secundarias séo
esferas de nucleo denso e superficie uniforme; (ii) nivel 2, relacionado ao
denominado médio angulo, que reflete o fator de estruturas® das particulas —
denominada regido de Guinier (0,015 < g < 0,04 nm), associada ao raio da
particula (Re2) que é estimado pela Equacéo (4) e pela Lei de Poténcias (q ™ ?);
e apenas um dos materiais (P-NIP) o (iii) nivel 3, regido onde q < 0,009 nm, de
baixo angulo, corresponde aos clusters resultantes da agregacdo das
particulas primarias — onde a Lei de Poténcia (g ") é utilizada para determinar
as informacdes destes aglomerados. Observou-se que quando o farmaco foi
adicionado ao material, houve alteracdes significativas nos valores de Rgy; e Pa.
A Tabela 7 apresenta os dados de raio de giro e de particula extraidos das

curvas de espalhamento.

Tabela 7. Resultado dos raios de giro (Rg: e Rg»), raios de particula (Rp; e
Rp>) e os expoentes da lei de poténcia para 0 segundo e terceiro niveis.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Amostra
Rgi(nm) Rp1 (nm) Rg2(nm) Rp2 (nm) P P
SG-NIP 9,422 12,16 121 156,34 3,6 -
SG-MIP 3,651 4,71 689 889,89 3,9 -
P-NIP 6,170 7,97 673 868,46 3,6 3.4
P-MIP 2,094 2,70 250 322,75 3,5 -

Conforme a Tabela 7, os valores de Rg; variaram de 2,094 a 9,422 nm.
Os valores correspondentes ao Rgz, que corresponde as estruturas das

particulas, variaram entre 121 e 689 nm. Nesse caso, 0 material que

8 O fator de estrutura descreve o modo pelo qual um raio incidente é espalhado pelos atomos
da célula unitéria de um cristal, levando em conta os diferentes fatores de espalhamento. Como
0s atomos estdo espacialmente distribuidos na célula unitaria, existird uma diferenca de fase
guando consideramos a amplitude de espalhamento de dois &tomos diferentes. O fator de
espalhamento depende do tipo de radiacdo considerada. Como elétrons interagem com a
matéria através de diferentes processos em relacao a, por exemplo, Raios-X, o fator de forma
atdmico difere de um caso para outro.
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apresentou maior valor foi o SG-MIP com 689 nm. A curva inclinada, regida
pela lei de poténcia (P?), descreve a estrutura fractal na qual as particulas
primarias se organizaram. Inclinacdes entre 1 e 3 representam fractais de
massa, enquanto os valores entre 3 e 4 caracterizam os fractais da superficie.
Em geral, quanto menor o namero, menos denso (no caso dos fractais de
massa) ou rugoso (no caso dos fractais de superficie) a estrutura é. Todos os
materiais apresentaram uma estrutura fractal de superficies, tanto para os
materiais SG, quanto para os materiais P. Essa estrutura, com valores de
indice superior a 3 e inferior a 4 (3 < P < 4), pode ser inferida em todos os
materiais como estrutura de clusters. De modo geral, quanto menor o valor de
P, menos densa e mais rugosa € a estrutura. As diferentes estruturas possiveis

séo ilustradas na Figura 9.

»

Fractal de massa Fractal de superficie Estrutura de Porod
1<P<3 3<P<4 P=4

Figura 9. Estrutura das particulas segundo o valor de P. (adaptado de [65])

Para investigar a morfologia dos materiais MIPs e NIPs, os mesmos
foram submetidos a andlise por microscopia eletrénica de varredura. A Figura
10a e Figura 10b ilustra as imagens dos materiais SG e SG-MIP com aumento
de 5.000 vezes, respectivamente, enquanto que a Figura 10c e Figura 10d
ilustra para os materiais P e P-MIP. Quando analisados, os materiais sol-géis,
obtidos pela rota sol-gel catalisada por acido, revelam uma tendéncia de formar
grandes aglomerados homogéneos. Quando submetido a etapa de extracéo, o
material passou a apresentar uma estrutura mais laminar com cavidades na

sua superficie.
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Figura 10. Microscopia MEV do material (a) SG-NIP e (b) SG-MIP.

A fim de visualizar a presenca e/ou auséncia de gentamicina nas
amostras de SG e P antes e depois das etapas de extracdo foi realizada
microscopia confocal de varredura a laser. Essa analise foi feita com a intencao
de se obter uma resposta visual da eficacia do processo de remocdo do
farmaco.

Na Figura 11 sdo apresentadas imagens tanto dos materiais brancos,
guanto dos materiais com gentamicina e dos MIPs. Esta técnica utiliza um laser
capaz de excitar, caso o analito seja fluorescente, em comprimentos de onda
especificos e o aparelho detecta, entdo, os foétons emitidos pela amostra em
um comprimento de onda maior. O material SG-NIP ndo apresenta nenhum
grupo fluoroforo capaz de ser excitado e apresentar fluorescéncia (Figura 11a).
Diferentemente, para o material SG-Gen, em que h& a presenca de
gentamicina, a mesma, apesar de apresentar poucos grupos capazes de serem
excitados, quando excitada em 510 nm acaba emitindo na faixa do verde

(Figura 11b). Sua remocdo € completa e isso pode ser comprovado pela
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auséncia de sinal de fluorescéncia no material SG-MIP (Figura 11c),

comportamento similar ao observado no SG-NIP.

Figura 11. Imagens obtidas através da microscopia confocal de varredura a
laser. (a) SG-NIP (b)SG-Gen (c) SG-MIP (d) P-NIP (e) P-Gen (f) P-MIP.

Nas Figura 11d-f o mesmo comportamento do material sol-gel ndo €&
observado. O material P-NIP, quando excitado em 510 nm também emite na
faixa do verde, assim como a gentamicina. O que podemos observar é uma
estrutura mais filamentosa do material P-NIP em contraste aos outros dois
materiais (P-Gen e P-MIP), que se mostram mais densos. Na Figura 11f
também é possivel confirmar a incompleta extracdo da gentamicina do
polimero orgéanico devido ao fato das imagens de P-Gen e P-MIP apresentarem
0 mesmo comportamento. Podem ser razfes para esse comportamento 0 uso
de 4gua como solvente extrator, visto que materiais molecularmante impressos
com matrizes organicas ndo se comportam bem frente a esse solvente. Outra
razao seria o proprio método extrator. O uso do processador ultrassénico aliado
ao solvente aquoso pode ter colaborado para o inchamento dos poros do

material MIP, impedindo a extragdo completa da gentamicina.
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5.3.ESTUDO DE ADSORCAO

Tendo feito as andlises de caracterizacdo estrutural, textural e
morfoldgica, os materiais foram encaminhados para os testes de adsor¢do. Os
resultados obtidos para os estudos de adsor¢cédo foram avaliados em termos
cinéticos pelos modelos de pseudo primeira ordem (PPO) e pseudo segunda
ordem (PSO). As isotermas de adsorcao foram estudadas pelos modelos de
Langmuir, Freundlich e BET modificado®.

Nas Figura 12 estdo apresentados os graficos correspondentes dos
modelos cinéticos de pseudo primeira ordem e pseudo segunda ordem,
escolhidos para andlises cinéticas dos processos de adsorcdo. Os graficos de
g: em funcdo do tempo indicam que para todos os materiais, as quantidades
adsorvidas aumentam com o tempo até alcancarem o estado de equilibrio,
sendo este o estado de maxima capacidade de adsorcéo, tendo em vista um

tempo ja pré-estabelecido (300 min).

° O uso direto da equacdo BET classica (que foi desenvolvida para adsor¢do em fase gasosa) a
adsorcao em fase liquida leva a resultados ambiguos e errbneos. Assim, uma forma adequada
da equacdo BET para adsorcéo em fase liquida foi desenvolvida, chamada BET modificado.
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Figura 12. Gréficos dos modelos de PPO e PSO obtidos do estudo cinético dos
MIPS sintetizados. (A) SG-NIP, (B) SG-MIP, (C) P-NIP e (D) P-MIP.

Observa-se, ao analisar os graficos da Figura 12 para PPO e PSO, que
para os materiais sol-gel, tanto para o branco quanto para o MIP, a taxa de
adsorcdo aumenta nos primeiros minutos. Aos 90 min, as quantidades de
gentamicina adsorvida sdo de 12 e 15 mg g* para SG e SG-MIP,
respectivamente, sendo logo alcancado valores maximos de adsor¢éao. Para os
materiais poliméricos um comportamento diferente € observado, principalmente
no material branco, que passado o tempo pré-estabelecido ainda n&do alcancou
um valor maximo de saturacdo para gentamicina, apresentando um perfil
linearmente crescente de adsorcédo do farmaco, enquanto que o material P-MIP
alcanca muito rapidamente o equilibrio, adsorvendo 25 mg g™* nos primeiros 30
min.

Nas Tabelas 8 e 9 sdo apresentados os parametros determinados para

cada modelo néo linear obtido para todos os materiais estudados.
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Tabela 8. Parametros estimados de primeira ordem.

Parametro
12 ordem
Qe ks r? Vezxp
17,6975 0,0106 1 —0.8655]
SG-NIP 0,9818 0,6713
(+1,6489) (+0,0025) 08655 1 |
20,5095 0,0172 1 —0.7395 ]
SG-MIP 0,9663 1,2933
(+1,4855) (+0,0040) 07395 1 |
90,0776 7.4663 1 -0.9997 |
P-NIP , 09267 2,1126
(+544,8363) (+48)x10 09997 1 |
26,6649 0,0681 1 —04674]
P-MIP 0,9165 1,8753
(+1,4536) (+0,0186) 04674 1 |
Tabela 9. Parametros estimados de segunda ordem.
Parametro
22 ordem
Qe kf r2 Vezxp
24 7460 3,3880 1 —-0.9760 ]
SG-NIP , 0,977 10,8482
(+4,1895) (+1,8867)x10° 09760 1 |
25 7898 6,8955 1 -0.9407 |
SG-MIP , 09772 0,8734
(+2,3121) (+2,5348)x10" -09407 1 |
1145776 5,3899 1 -0.9998]
P-NIP . 09271 2,0996
(+457,5063)  (+45,482)x10 09998 1 |
28.3029 0,0042 1 —0.7886 |
P-MIP 0,8513 3,3405
(+2,6689) (+0,0031) 07886 1 |
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O tempo definido no estudo cinético de adsor¢do possibilita uma
otimizacdo para trabalhos futuros, pois permite aperfeicoar e estabelecer
tempos exatos de contato do adsorvente com o adsorvato.

Para as isotermas de adsorcdo, através da Figura 13, é possivel
observar uma elevacdo na quantidade de gentamicina adsorvida de 77,38 e
24,94 mg g* para os materiais SG-MIP e P-MIP, respectivamente. Através
desses resultados € possivel observar que o reconhecimento especifico mais
notavel é sem divida no material SG-MIP com uma capacidade de adsorcdo
(q.) trés vezes maior que o material P-MIP, o que considera o primeiro um

otimo material adsorvente para gentamicina.
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Figura 13. Grafico dos modelos de Langmuir, Freundlich e BET modificado
para SG-MIP em (A), (B) e (C) e para P-MIP em (D), (E) e (F),

respectivamente.

Nas Tabelas 10, 11 e 12 sdo apresentados os valores dos parametros
determinados pelos modelos usados para cada um dos sistemas de adsorcao.
Os valores de correlagéo r? 0.9474 e 0.9065 para 0 SG-MIP e para o P-MIP,
respectivamente, indicam o melhor ajuste ao modelo de BET modificado. A
partir dessas isotermas € possivel inferir sobre a capacidade de adsorcao dos

materiais.
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Tabela 10. Parametros estimados para a isoterma de Langmuir.

Parametro SG-MIP P-MIP
Om 153.9496 (+142.4298) 54.6530 (+53.8636)
Ka 0.0053 (+0.0085) 0.0053 (+0.0086)
= r? 0.8703 0.8950
% Ve 154.6179 12.8097
N 1 -0.9672 1 -0.9829
c {—0.9672 1 } {—0.9829 1 }
Tabela 11. Parametros estimados para a isoterma de Freundlich.
Parametro SG-MIP P-MIP
K 145 125
ks 1.7087 (+0.4745) 0.5497 (+0.1377)
- (1/n) 0.7230 (+0.4029) 0.7337 (+0.4666)
% r’ 0.8259 0.8364
§ VezXp 207.5367 19.9571
1 0.0402 1 0.0539
< {0.0402 1 } {0.0539 1 ]

Tabela 12. Parametros estimados para a isoterma de BET Modificado.
Parametro SG-MIP P-MIP

Vi 20.6249 (+15.0876) 7.7432 (+10.1140)
Vo 0.7250 (+0.0620) 0.7726 (+0.3617)

§ Y3 100.9993 (+19.7173) 102.3049 (+35.5593)

= 2 0.9474 0.9065

E Voo 75.2929 15.6534

Hd 1 0.6915 0.9674 1 0.8952 0.9823
C 0.6915 1 0.5706 0.8952 1 0.8485

0.9674 0.5706 1 0.9823 0.8485 1




5.3.1. Estudo comparativo de farmacos

Para o estudo comparativo de farmacos foram utilizados dois farmacos
semelhantes a gentamicina (tobramicina e amicacina). Suas estruturas estao

demonstradas no Esquema 10.

NH, NH,
: : HoN
HO, OH HO OH
H
HO HO D
o™ Yo CH
Y o7 Ng >t Ne” g : °
| | HoN : OH  CHs3
HO,, NH, HO,, WN o
"0
o : o <~ HO" | =
H 2 NH, \OH
HoN NH, HO NH, o)
o) o) NH,
- L, N/CH3
HO § H
! \ HsC OH
OH  NH, OH  NH,
Tobramicina Amicacina Gentamicina

Esquema 10. Estruturas dos farmacos utilizados para o teste de seletividade.

O gréfico correspondente ao estudo de adsorcdo seletiva € mostrado na
Figura 14, no qual a capacidade de adsorcdo desenvolvida nos MIPs com a
gentamicina de SG-MIP e P-MIP de 22,80 e 14,61 mg g, respectivamente, em
comparacdo com a adsorcdo da Tobramicina e da Amicacina tracados na
Tabela 13.

35
“P-MIP

30 ~ 1 SG-MIP
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Figura 14. Gréfico do estudo de seletividade de adsorcao dos MIPs em relagéo
a gentamicina e seus analogos. Onde TOB = tobramicina; AMI = amicacina e

GEN = gentamicina.
68



Nota-se que houve uma baixa adsorcdo em ambos os materiais para a
Tobramicina, enquanto que para o0s outros dois farmacos ocorreu
comportamento distinto entre os materiais: enquanto o P-MIP se mostrou mais
seletivo para Amicacina, o SG-MIP se mostrou mais seletivo para a
Gentamicina, uma explicagdo para tal comportamento seja, talvez, a
conformacao de suas estruturas quimicas, visto que todos os farmacos usados

nesses estudos apresentavam 0s mesmos grupos funcionais.

Tabela 13. Capacidade de adsorcédo (q.) dos materiais P-MIP e SG-MIP para
cada um dos trés farmacos avaliados no estudo de seletividade.

g. (Mg g™
GEN TOB AMI
P-MIP 14.61 6.74 29.90
SG-MIP 22.80 7.99 13.88
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6. CONCLUSAO

O presente estudo destacou as caracteristicas entre materiais distintos
sendo o primeiro sintetizado a partir do mondmero funcional de &cido
metacrilico e o segundo um sol-gel, do qual foi utilizado TEOS como fonte de
silica. Dessa forma cada qual apresentou uma matriz diferente, organica e
inorganica, porém com a mesma proposta de uso: materiais seletivos
sintetizados a partir de impressao molecular.

Para o material polimérico molecularmente impresso o que se observou
foi um material com a presenca de poucos microporos, no qual a incorporacéo
da gentamicina durante o processo de sintese se manteve, na sua maioria, no
nucleo do material. Além disso, a etapa de extracdo ndo se mostrou efetiva
para esse material e provocou o inchamento do mesmo. Apesar do material
nao ter se mostrado um eficiente adsorvente para a molécula de gentamicina,
seu desempenho quando utilizado uma molécula analoga (amicacina) se
mostrou satisfatorio.

O material sol-gel molecularmente impresso, diferentemente do material
polimérico, demonstrou-se um adsorvente adequado para a molécula de
gentamicina. Durante a etapa de sintese, através dos estudos de FTIR e ATR,
observou-se que houve a incorporacédo do farmaco a rede de silica e a etapa
de extracdo para obtencdo do MIP se mostrou efetiva, comprovada através da
microscopia confocal.

Os resultados obtidos tanto dos estudos de adsorcdo quanto das
analises de caracterizacdo nos mostraram a importancia de estudos que
avaliem e compare o desempenho de materiais molecularmente impressos
frente uma molécula especifica, principalmente aliada ao uso futuro como
MISPE.

O tempo de equilibrio na adsor¢cdo da gentamicina pelos materiais
impressos foi de 90 minutos para o material SG-MIP, enquanto que para o
material P-MIP foi de 30 min, tendo esse ultimo alcancado um valor maximo de

adsorcdo do farmaco de 25 mg g*, superior as 15 mg g™ adsorvidas pelo
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material sol-gel. No entanto, ao avaliar as isotermas de adsorgédo o
desempenho dos materiais se mostraram contrarios ao teste anterior, nesse
caso, observou-se um comportamento de reconhecimento frente a molécula de
gentamicina mais especifico para o material SG-MIP superior a trés vezes ao
material P-MIP.

Para o estudo de comparacdo entre os farmacos, o material sol-gel se
mostrou mais adequado para a gentamicina comparado aos outros dois
farmacos, o polimero por sua vez, ndo se mostrou tdo adequado para a
gentamicina, apresentando uma maior atividade de adsorvente com a molécula
do farmaco amicacina.

Por fim, o que foi possivel notar € que ambos 0s materiais se mostraram
adsorventes frente a molécula de gentamicina, porém com um desempenho
superior do material SG-MIP. O material polimérico, porém, ndo se revelou um
adsorvente ruim, apenas nao especifico para a molécula molde estudada, visto
gue a propria etapa de extracdo se mostrou mais efetiva com o material SG-

MIP do que com o material P-MIP.
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7. ANEXO

Reacdo colorimétrica aminoglicosideo e ninhidrina

A ninhidrina (Esquema 11) é empregada para a determinacédo de grupos
amino livres, ou seja, reage com aminas primarias e secundarias livres no meio
formando um composto conhecido por Roxo de Ruhemann. [66] Esta reacao
acontece pelo fato da ninhidrina ser um forte agente oxidante e quando
aquecido na presenca de grupos amina forma esse composto corado. Seu uso
é largamente empregado na identificagdo de aminoacidos e também serva na
identificacdo de antibioticos aminoglicosideos, como a propria gentamicina

como descrito por Frutos et al.[67]

OH

OH
\ 4
o} o) o}
Esquema 11. Estrutura da ninhidrina a esquerda e do roxo de Ruhemann a

direita.

A reacdo da ninhidrina na presenca de aminas acontece conforme
descrito no Esquema 12. Todo composto que apresenta na sua estrutura
grupamentos amino livre produzem o composto Roxo de Ruhemann, no qual a
intensidade é proporcional a concentracdo de espécies presentes

(aminoacidos, peptideos, proteinas ou aminoglicosideos).
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Esquema 13. Representacdo esquematica da ninhidrina com quitosana

(adaptado de Sabnis et al. [69]).

Outro esquema representativo da ninhidrina com aminas é demonstrado
por Sabnis,[69] onde a reacdo da ninhidrina ocorre com quitosana (Esquema
13). A solucado de ninidrina assume uma forma colorida nessa reacdo e essa

coloracdo € devida a presenca da camada de valéncia livre ou pelo numero
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impares de elétrons (croméfagos)’® apresentando uma frequéncia baixa, o

suficiente para absorver a luz do visivel.

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X — XPS

O XPS é uma técnica capaz de analisar a quimica da superficie de um
material. Essa pode medir a composi¢cdo elementar, formula empirica, o estado
guimico e o estado eletrénico dos elementos dentro do mesmo. Os espectros
de XPS sao obtidos por irradiacdo em uma superficie sélida por um feixe de
raios X, medindo simultaneamente a energia cinética e os elétrons que sao
emitidos a partir da superficie do material. Um espectro de fotoelétrons é
registrado pela contagem de elétrons ejetados em uma faixa de energias
cinéticas eletrbnicas. Picos aparecem no espectro de atomos emitindo elétrons
com energia caracteristica. Esta técnica vem sendo empregada para
investigacao e caracterizacao superficial de materiais, pois permite o calculo da
composicado (porcentagem atdbmica) dos atomos da superficie (penetracao
média de 1-10 nm), podendo ainda fornecer informacdes a respeito de
interacdes entre grupos funcionais. XPS é uma técnica de analise elementar
gue é unica em fornecer informacdes sobre o estado quimico dos elementos
detectados.[70],[71]

1% Que se cora com dificuldade.
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