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Polimeros de Impressao Molecular Obtidos Através de
Polimerizacao por Precipitacao e sua Aplicacao na Técnica
de Extracao em Fase Solida

Bruna Rachel de B. Pe¢anha, Luiza R. S. Dias, Eliani Spinelli, Estela M. F. Muri
Faculdade de Farmacia, UFF

Resumo: Polimeros de impressdo molecular (Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) foram sintetizados e aplicados
como adsorventes na técnica de extracdo em fase sélida (EFS). O método de polimerizacdo por precipitagio foi
usado para sintetizar os polimeros, devido a simplicidade de preparo, altos rendimentos e obtencdo de particulas
mais uniformes uma vez que o polimero ndo € triturado. Os MIPs foram sintetizados com 4cido metacrilico como
monomero funcional, trimetacrilato de trimetilolpropano como agente de reticulag@o e cloridrato de amilorida como
molécula molde. O solvente de elevada polaridade empregado na sintese (THF:MeOH:H20) possibilita empregar
a técnica para moléculas polares como o cloridrato de amilorida. O controle no volume de solvente permitiu obter
particulas maiores, de modo que a EFS foi realizada nas condi¢des usuais, o que confere um potencial para aplicagdo
dessa técnica de polimerizacdo na preparagdo de adsorventes para EFS.

Palavras-chave: Polimeros de impressdao molecular (MIP), extragdo em fase sélida (EFS), polimerizacdo por
precipitagdo, cloridrato de amilorida.

Molecularly Imprinted Polymers Prepared by Precipitation Polymerization and their
Application to Solid Phase Extraction

Abstract: Molecularly imprinted polymers (MIPs) were synthesized and applied as adsorbents in the solid-phase
extraction (SPE) technique. The polymers were synthesized by precipitation polymerization because of its simplicity,
high yields and good control of final particle size. MIPs were synthesized using methacrylic acid as functional monomer,
trimethylolpropane trimethacrylate as crosslinker and amiloride hydrochloride as template. The polar solvent mixture
used (THF:MeOH:H,0) permitted polar molecules such as amiloride hydrochloride to be used. The solvent volume
control allowed bigger particles to be formed, so that the solid-phase extraction technique could be employed under
usual conditions, and therefore this polymerization technique is promising for preparing adsorbents for SPE.
Keywords: Molecularly imprinted polymers (MIPs), solid-phase extraction technique (SPE), precipitation
polymerization method, amiloride hydrochloride.

Introducao

A impressdo molecular € uma tecnologia capaz
de produzir polimeros dotados de sitios especificos de
reconhecimento, moldados a partir de uma molécula
molde (MM), sendo esta o proprio analito ou um composto
de estrutura semelhante. Os polimeros sdo denominados
de Polimeros de Impressdao Molecular (Molecularly
Imprinted Polymers, MIP), e a etapa de sintese ocorre
apos a formagdo de um complexo entre um mondmero
funcional (MF) e a MM. O MF deve possuir grupos em
posi¢cdes complementares que possibilitem a interagdo
com a MM. Apés a adicdo de um agente de reticulagdo
e um reagente iniciador, a reacdo de polimerizacdo em
cadeia via radicais livres tem inicio, promovendo a
formagdo de uma matriz polimérica rigida'?. Por fim,
a molécula molde € removida da matriz polimérica por
meio de solvente ou clivagem quimica. Assim, o MIP
contém microcavidades capazes de reter seletivamente
a MM em uma amostra complexa, eliminando possiveis
interferentes da andlise!®*.

O emprego de MIP como material adsorvente
na técnica de extragdo em fase sélida (EFS) vem se
destacando, pois oferece alto grau de seletividade e
estabilidade quimica e térmica quando comparados
a outros materiais, como a silica modificada (Cm)’
resinas de troca idnica e imunosorventes, além de
reprodutibilidade no preparo do polimero. A técnica
recebe a designacdo de extragdo em fase sélida com
impressdo molecular (Molecular Imprinting Solid-Phase
Extraction, MISPE)).

A EFS ¢ usualmente empregada no preparo de
amostras de urina visando a andlise toxicoldgica e
possibilita a eliminagdo de interferentes da matriz,
principalmente de natureza bioldgica, facilitando a
deteccdo do analito. A elui¢do do analito do cartucho €
feita com pequenos volumes de solvente promovendo a
sua concentragao e economizando reagentes, solventes, e
o0 tempo gasto com a extra¢ao/purificacao..

A técnica de extragdo em fase solida representa uma
estratégia interessante para a extra¢do de substancias, em
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particular as de elevada polaridade, em matrizes de natureza
altamente hidrofilica como as bioldgicas. Na andlise de
substancias polares em urina, por exemplo, a extracdo
liquido-liquido € a técnica mais utilizada, e geralmente
fornece rendimentos baixos devido a solubilidade destas
na fase aquosa. Além das propriedades da EFS, a MISPE
acrescenta um aumento na seletividade na extragdo do
analito de interesse frente a outros compostos presentes na
amostra, devido ao efeito de impressdo molecular, além de
reduzir os efeitos dos interferentes da matriz da amostra’®.
Neste trabalho, € descrito o desenvolvimento de MIP
para aplicaciio na EFS. Os polimeros foram sintetizados
pela técnica de polimerizag@o por precipitacio em uma
simples etapa e aplicados como adsorventes em cartuchos
de EFS. O MIP sintetizado, utilizando o cloridrato de
amilorida como molécula molde, foi avaliado quanto a
capacidade de adsor¢@o e de recuperagio na EFS.

Experimental

Reagentes

Acido metacrilico (MAA, 99%), trimetacrilato de
trimetilolpropano (TRIM, grau técnico) e acetato de sédio
tri-hidratado (USP) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich
(Alemanha). Peréxido de benzoila PS. (PB), metanol
(grau HPLC/UV), é4cido trifluoroacético PS. e é&cido
cloridrico P.A foram adquiridos pela Vetec (Brasil). Cloridrato
de amilorida (AMI) foi adquirido na DEG Importagido
de Produtos Quimicos Ltda. (Brasil). Tetrahidrofurano
(grau HPLC/UV), acetonitrila (grau HPLC/UV) e 4cido
acético glacial ACS foram adquiridos pela Tedia (EUA) e
4cido citrico anidro ACS pela Spectrum (EUA). Os reagentes
foram utilizados sem purificacdo prévia.

Procedimentos

Sintese dos polimeros de impressdo molecular

Em um baldo de fundo redondo bitubulado de 100 mL
conectado a um condensador de refluxo, foi colocado
20 mL do solvente porogénico THF:metanol:dgua (5:4:1)
e a molécula-molde AMI (0,25 mmol)”. O mondémero
funcional MAA (2 mmol) foi dissolvido no solvente com
agitacdo por 10 min e a seguir foram adicionados o agente
de ligacdo cruzada ou reticulagdo TRIM (2,5 mmol)
e o iniciador PB (0,34 mmol). Com o baldo fechado, a
solucdo foi borbulhada com gds nitrogénio por 10 minutos
e colocada em banho de 6leo a 60 °C por 24 horas. Os
polimeros controle (NIP) foram sintetizados utilizando o
mesmo procedimento sem a adicio de AMI. O polimero
foi obtido na forma de um precipitado branco e colocado
em cartucho de celulose para lavagem no extrator Soxhlet
para remocio do excesso de reagentes e molécula molde
com metanol:4cido acético 9:1 (v/v) por algumas horas e
depois com metanol para remogao do dcido. Os polimeros
foram secos a vacuo até peso constante. Os polimeros
MIP e NIP preparados foram peneirados para a obtengao
de particulas entre 25 e 60 pum.

Caracterizagdo dos polimeros

Os polimeros (MIP) e (NIP) foram suspensos em
dgua ultra-pura e depositados em um suporte de cobre
para visualizacdo direta em um Microscépio Eletronico
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de Transmissao (MET) (FEI, EUA). As andlises de
caracteriza¢do quimica dos polimeros foram realizadas
em um Espectrofotometro no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) (Varian, Alemanha) com
aplicagdo direta da amostra.

Ensaios de adsorgao

A solucdo tampdo citrato-acetato pH 6,5 foi preparada
com dcido citrico anidro (23 g), acetato de sédio tri-
hidratado (90 g) e hidréxido de sédio (10g) para cada litro
de solucdo, sendo o pH ajustado para 6,5 com solugdo de
hidréxido de sédio. A curva de calibrag@o para o ensaio de
adsor¢do foi feita a partir da solucéo estoque de AMI a 1 mg
mL™" em dgua ultra-pura na faixa de concentragio de 0,1 a
20 ug mL™ em tampdo citrato-acetato pH 6,5. As leituras
das absorbancias foram feitas em espectrofotdmetro
UV-Vis (Bel Photonics, Italia) a 363 nm.

Pesou-se 7,5 mg em duplicata de cada MIP e NIP
em microtubos para centrifuga de 2,0 mL. Adicionou-se
1,5 mL de solu¢do de AMI em tampio citrato-acetato
pH 6,5 na faixa de concentragdo de 6 a 60 pg mL™!
em cada tubo. Os tubos foram colocados no agitador e
misturados por inversdo (Phoenix, Brasil) por 16 horas e
centrifugados em microcentrifuga (Eppendorf, Alemanha)
a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi levado
para leitura em espectrofotdmetro UV-Vis a 363 nm. Uma
solucdo controle foi preparada em cada concentracdo e
submetida as mesmas condi¢des de andlise, sem adicao
do polimero!®”.

Extragdo em fase sdlida com impressdo molecular (MISPE)

Em um cartucho de polipropileno vazio com
capacidade de 3 mL (Supelco, EUA), 20 mg dos
polimeros foram colocados entre dois frits de 20 um
(Supelco, EUA). Os cartuchos preparados foram
colocados em uma cimara de vacuo Supelco Visiprep™
(Supelco, EUA), com capacidade para 12 cartuchos de
SPE. O ensaio foi realizado em duplicata para MIP e NIP.
Os cartuchos foram condicionados com 1 mL de metanol,
1 mL de dgua e 1 mL de tampd@o citrato-acetato pH 6,5.
Cada cartucho foi carregado com 2 mL de soluc¢do de AMI
a 10 ug mL' em tampao citrato-acetato pH 6,5, aplicando-
se o vacuo. Os residuos foram recolhidos para leitura no
espectrofotdmetro. A seguir, a eluicio de AMI foi feita
com 2 mL de solvente. Os seguintes solventes foram
testados: metanol, metanol:acido trifluoroacético (TFA)
a 0,1% e 1%, e metanol:acido acético a 1%. Todos os
residuos foram recolhidos em tubos de vidro e o solvente
foi evaporado a 70 °C sob nitrogénio. Os residuos foram
solubilizados em 2 mL de tampdo citrato-acetato pH 6,5
e levados para leitura em espectrofotdmetro UV-Vis a
363 nm. Um tubo controle na mesma concentra¢do foi
levado para leitura nas mesmas condi¢des de andlise!®.

Resultados e Discussdes

Sintese dos polimeros de impressao molecular

Embora a maioria dos trabalhos de sintese de MIP
seja por polimerizagdo em massa, existem muitas
abordagens que utilizam a técnica por precipitagdo,
visando a obtencdo de particulas mais uniformes, com
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maior rendimento de sitios de reconhecimento e assim
maior capacidade adsortiva, pois a etapa de trituragdo ¢
abolida!™8!.

O TRIM foi o agente de reticulacdo escolhido para
a sintese dos MIPs, pois pode conferir maior capacidade
de adsor¢@o e maior seletividade ao polimero formado,
enquanto o MAA possui grupos dcidos capazes de interagir
por ligacdo de hidrogénio com o cloridrato de amilorida,
um sal obtido a partir de uma base moderadamente forte,
a amilorida (3,5-diamino-6-cloro-N-(diaminometileno)-2
pirazinocarboxamida, Figura 1). O MAA apresenta
grupos aceptores, como a carbonila do grupo carboxila
(COOH), e doadores (hidroxila) de ligagao de hidrogénio,
capazes de interagir com a molécula molde, que
possui também grupos aceptores (carbonila do grupo
acilguanidina) e doadores (grupos amino) de ligacdo de
hidrogénio. Além disso, possui a capacidade de fazer
ligagdes de natureza i0nica devido a presenga de grupos

0o NH

Cl N /L
N I}l NH,
. H .HCI
HoN N NH,

Figura 1. Cloridrato de amilorida (AMI).
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Figura 2. Imagens de MET dos polimeros NIP (esq.) e MIP (dir.).
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ionizdveis (COOH), pois € um dcido fraco (pKa = 4,7),
possibilitando a interacdo com a AMI que se apresenta na
forma de cation®.

O solvente de elevada polaridade empregado na
sintese (THF:MeOH:H,0) permite o emprego da técnica
de MISPE para moléculas polares como AMI. Alguns
autores demonstraram que o uso de solventes mais polares
na sintese de MIP confere ao polimero maior capacidade
de reconhecimento pela molécula-molde em comparacgio
a solventes menos polares!”.

Caracterizagdo dos polimeros

As imagens obtidas por MET mostram que os
polimeros foram obtidos por precipitagio na forma
de aglomerados de particulas (Figura 2), similar ao
encontrado por alguns autores”®. Os polimeros MIP e
NIP possuem morfologia e caracteristicas de superficie
semelhantes e na maioria das vezes ndo se consegue
diferencid-los por técnicas de porosimetria e de
determinacéo da drea de superficie®!.

Os espectros de FTIR (Figura 3) mostram que
os polimeros MIP e NIP s3o praticamente idénticos
quimicamente, o que era esperado ja que aAMI foi extraida
na lavagem de MIP e os grupos quimicos presentes
nos dois polimeros s3o os mesmos, caracteristicos dos
mondmeros MAA e TRIM.

As bandas caracteristicas dos mondmeros utilizados
na sintese e que podem ser visualizadas nos polimeros
MIP e NIP sio as de TRIM e MAA naregido de 1700 cm™,
correspondente ao estiramento de C=0O do grupo éster
e carboxila do dcido, de 1150 cm™ correspondente a
deformagao axial de C-O de éster e de 1200 a 1300 cm™!
caracteristica de deformagdo axial de C-O de 4cido
carboxilico.

Pode-se também observar a auséncia do sinal em
1670-1640 cm™ proveniente do estiramento de grupos
vinila dos mondmeros, que desaparecem nos polimeros
devido a quebra das ligagdes C=C no processo de
polimerizagdo, dando origem as ligagdes simples.

Transmitancia (%)

2100 1600 1100 600

Comprimento de onda (cm-1)

Figura 3. Espectros de FTIR de MIP e NIP.
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Cloridrato de amilorida
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Figura 4. Espectro de FTIR de AMI.

Entretanto, ndo puderam ser observadas com muita
evidéncia bandas na regido de 2900 cm™' caracteristicas
de estiramento de O-H de 4cido carboxilico e C-H em
nenhum dos polimeros sintetizados. Isto pode ser devido
a formacdo de liga¢des de hidrogénio intermoleculares
que ocorrem entre as cadeias de polimeros, diminuindo
a intensidade das bandas de estiramento de O-H, assim
como também pelo alto grau de reticulacdo dos polimeros.
Além disso, o mondmero de reticulagdo (TRIM) estd em
excesso em relagdo ao mondmero funcional (MAA),
predominando assim as bandas de caracteristicas de
ésteres presentes em TRIM.

Nao foram observadas bandas caracteristicas de AMI
(Figura 4), principalmente na regido de 3250 e 3150 cm™!
correspondente ao estiramento de N-H!"%, confirmando a
eficiéncia na lavagem de MIP pela extragdo no Soxhlet.

A formagdo de polimeros porosos altamente
reticulados ndo € uma ciéncia inteiramente preditiva
e os materiais resultantes sdo dificeis de caracterizar
completamente, mesmo por ressonancia magnética
nuclear no estado sélido (RMN) e espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)!',
ou por técnicas de andlise térmica como calorimetria
diferencial de varredura'?.

Ensaios de adsorgdo

O espectro de varredura da solu¢do de AMI foi
obtido no espectrofotdometro UV-Visivel na faixa de
comprimento de onda entre 260 e 390 nm, utilizando
solucdo de AMI a 9 ug mL™! em tamp@o citrato-acetato
pH 6,5. Os A foram idénticos aos obtidos no espectro
de varredura feito em HCI 0,1N, solvente preconizado
pela Farmacopéia americana!'®! para andlise de cloridrato
de amilorida.

Os polimeros possuem grupos dcidos em sua estrutura,
provenientes do MAA (pKa 4,7), livres para interagdo com
a AMI, que possui um pKa de 8,7. O ensaio de adsorgdo foi
feito em tampao citrato-acetato pH 6,5 e neste pH o MAA
estd carregado negativamente (COO™) e a AMI estd na
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forma de cation com o grupo guanidina com carga positiva,
o que favorece a interacdo idnica com o polimero.

A quantidade de AMI (ug) por quantidade de
polimero (mg), ou seja Q (ug mg™'), calculado apds
a adsor¢@o variou de 1,05 a 10,67 para NIP e de 0,83
a 10,47 para MIP em relacdo a faixa de concentracio
analisada. Os polimeros apresentaram uma boa adsorg¢ao,
0 que confirma a interac@io idnica, porém ndo seletiva.
Pérez-Moral e Mayes!'*! observaram uma mesma situa¢ao
na adsor¢do de propranolol em uma solug¢do tamponada
a pH 4,6 em um MIP sintetizado por precipitagdo, o que
ndo foi observado em outras técnicas de polimerizacao
como em massa e suspensdo para o mesmo analito. A
interacdo do analito muito polar com o dcido metacrilico
pode ter sido prejudicada pela competi¢cao com o solvente
de elevada polaridade no momento da sintese, explicando
a falta de seletividade. Na polimerizacdo em massa, o
volume de solvente é muito menor e em suspensiao o
analito se encontra mais disperso no solvente.

Extragao em fase solida com impressdo molecular (VISPE)

A recuperagdo de AMI nos solventes testados &
apresentada na Tabela 1. O carregamento do cartucho
com solucdo de AMI preparada em tampao citrato-acetato
pH 6,5 favoreceu a interagdo idnica do farmaco com o
polimero, confirmado pela auséncia de AMI no solvente
recolhido. Na fase de remo¢do do farmaco adsorvido
no cartucho, vdrios solventes foram testados. A elui¢io
com metanol ndo foi capaz de eluir o AMI do cartucho,
confirmando a forte interagdo idnica do polimero
com AMI, o que ndo ocorreria se houvesse somente a
interacdo por ligacdo de hidrogénio entre o farmaco e
o polimero. J4 na elui¢do com a mistura metanol:acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1%, a recuperagao foi superior
a 80% e em TFA a 1%, a eluigdo foi total, assim como
em metanol:acido acético a 1%. A eluigdo total de AMI
somente ocorre apds lavagem com o solvente na presenga
de acido, que protona os grupos carboxila do polimero,
rompendo assim a interag¢@o idnica com o analito.

Polimeros, vol. 23, n. 4, p. 509-513, 2013
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Tabela 1. Recuperagio de AMI (%) obtida pela técnica de MISPE.

Solvente MIP NIP
Tampdo citrato-acetato pH 6,5 0 0
Metanol 5,6 9,5
Metanol: TFA 0,1% 89,6 83,3
Metanol:TFA 1% >100 >100
metanol:dcido acético a 1% >100 >100

Conclusoes

Vidrios fatores estdo envolvidos na sintese de MIP
para 4cidos e bases fracas. A interagdo por ligacdo
de hidrogénio, tida como uma das interagcdes mais
significativas na interacdo farmaco-polimero, pode
se tornar secunddria quando ocorre o fendmeno de
ionizagdo, que deve ser considerado tanto para o polimero
quanto para o analito, exigindo um rigido controle de
pH. A polimerizacdo por precipitagdo € uma técnica de
polimerizag@o mais simples e que pode, com o adequado
controle das condicdes operacionais, fornecer particulas
de tamanho apropriado para a aplicagdo na extragdo em
fase solida.
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