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A gquimica da amizade
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alegrias, tristezas... Nunca surgird um radical, porque essa ligacdo jamais se

quebrard!
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balancear a equacéo, buscando o equilibrio quimico entre a gente.
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sempre terd o livre arbitrio de fazer e decidir o que quiseres, sem sufoco,

cobrangas (cadeia fechada).
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hidrogénio, € muito dificil ser quebrada!
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amizade nunca evapore, mas que sempre estejamos bem unidos, no estado
sélido! Como na reacdo de sintese ou adicdo... pois existe a unido de duas

pessoas que reagem e formam um anico produto: A AMIZADE!

(Autor desconhecido)
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Resumo

Miguel, Eliane Monsores; Aucélio, Ricardo Queiroz. Determinacdo de
quercetina, kanamicina e piraclostrobina usando métodos
fotoluminescentes e polimeros de impressdo molecular. Rio de Janeiro,
2012. 193p. Tese de Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

Neste trabalho, polimeros de impressao molecular (MIP) foram desenvolvidos
para aplicacdo em procedimentos de extracdo em fase sélida (SPE) visando separar e
concentrar quercetina (flavonoide), piraclostrobina (pesticida) e kanamicina (antibiético)
em amostras contendo substancias interferentes na determinagéo dos analitos-alvo. A
seletividade em relagdo aos analitos de interesse foi conseguida pela interagdo
especifica dessas espécies quimicas com os sitios de reconhecimento dos polimeros.
A producado desses MIPs foi baseada na polimerizagdo em “bulk” e, de modo a se
comprovar a efetividade dos mesmos, o desempenho destes foram comparados com
polimeros nao-impressos (NIP) correspondentes, que foram produzidos sem o uso da
molécula-molde. Os procedimentos para sintese sédo simples e o material produzido é
guimicamente resistente nas condi¢ces de uso. A caracterizacdo do material produzido
foi feita por meio de microscopia de varredura eletrénica (MEV) e espectrometria de
absorcdo na regido do infravermelho (IV). O MIP preparado com quercetina foi
empregado na extragdo seletiva deste flavon6ide em amostras de urina e de
suplemento alimentar e permitiu a obtencéo de limite de deteccéo de 4,58 x 10° mol L™
usando espectrofotometria de absor¢do no UV-vis com recuperacdes superiores a 90%
e separacdo efetiva de outros flavondides como a flavona e naringenina. O MIP
preparado com piraclostrobina foi usado na andlise de amostra de agua de rio e urina e
permitiu o alcance de limite de deteccdo de 4,6 x 10° mol L*, usando deteccédo por
espectrofluorimetria, e recuperacbes maiores que 90% na presenca de outros
pesticidas da classe das estrobilurinas. Para o MIP preparado com kanamicina, o limite
de deteccdo alcancado usando deteccdo com sonda de nanoparticulas fluorescentes
foi 9 ng mL™ (1,5 x 10°® mol L™) com aplicacéo na analise de urina e vacina contra febre

amarela com recuperagcfes maiores a 90%.

Palavras-chave
Polimero de impressdo molecular; quercetina; kanamicina; piraclostrobina pré-

concentracao.
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Abstract

Miguel, Eliane Monsores; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor). Determination of
quercetin, kanamycin and pyraclostrobin using methods photoluminescent
and molecularly imprinted polymers. Rio de Janeiro, 2012. 193p. Tese de
Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio
de Janeiro.

In this work, molecularly imprinted polymers (MIPs) have been developed for
application procedures for solid phase extraction (SPE) in order to separate and
concentrate quercetin (flavonoid), pyraclostrobin (pesticide) and kanamycin (antibiotic)
in samples containing interfering substances in the determination of target analytes.
The selectivity in respect of analytes has been achieved by specific binding of these
chemical species with the recognition sites of the polymers. The production of MIP
polymerization was based on "bulk" and in order to prove the effectiveness thereof, the
performance of these polymers were compared with non-printed (NIP) thereof, that
were produced without the use of template molecule. The procedures for synthesis are
simple and relatively low cost and is chemically resistant material produced under the
conditions of use. The characterization of the material produced was done by scanning
electron microscopy (MEV), absorption spectroscopy in the infrared region and CHN
elemental analysis. The MIP prepared with quercetin was used for the selective
extraction of flavonoids in urine samples and dietary supplement and allowed to obtain
a detection limit of 4,58 x 10 mol L™ using absorption spectrophotometry in the UV-vis
with recoveries exceeding 90% and effective separation of other flavonoids such as
naringenin and flavone. The MIP prepared with pyraclostrobin was used to analyze
samples of urine and river water and allowed to reach the detection limit of 4,6 x 10°
mol L, detection using spectrofluorimetry and recoveries greater than 90% in presence
of other pesticides from the class of strobilurins. For the MIP prepared with kanamycin,
the detection limit using detection with fluorescent nanoparticles probe was 9 ng mL™
(1,5 x 10® mol L™) application to the analysis of urine and yellow fever vacine with

recoveries greater than 90%.

Keywords
Molecularly imprinted polymers; quercetin; kanamycin; pyraclostrobin; pre-

concentration.
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fatores estudados (pH e forca ibnica do tamp&o) para BSA
x QUE.

Figura 26 - Representacao grafica do modelo de regresséo (grafico de
superficie de resposta) gerado a partir do desenho

experimental testado para BSA x QUE. Ponto de minimo:
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95,58 u.a.

Figura 27 — Gréfico de desejabilidade

Figura 28 - Espectros da curva BSA com adicdo crescente de QUE (a)
ensaio docontrole, (b) 2,0 x 10® mol L™, (c) 4,0 x 10® mol
L™ (d) 8,0 x 10® mol L™, (e) 1,2 x 10" mol L™, (f) 1,6 x 10’
mol L?, (g) 2,0 x 107 mol LY, (h) 2,4 x 107 mol L, (i) 2,8 x
10" mol L%, (j) 3,2 x 10" mol L, (k) 3,6 x 107 mol L™ (1) 4,0
x 107 mol L.

Figura 29 - Espectros de fluorescéncia de FLA, NAR e QUE na
concentracdo de 4,0 x 107 mol L™ em presenca de BSA.

Figura 30 - Percentagem de recupera¢cdo com volumes crescentes de
solugdo 1,0 x 10" mol L* de QUE adicionados aos
cartuchos MIP.

Figura 31 - Eluicdo do MIP-QUE para QUE e interferentes (FLA e
NAR).

Figura 32 - Eluicdo do NIP para QUE e interferentes (FLA e NAR).

Figura 33 — Testes de recuperagdo de QUE nos cartuchos MIP e NIP
apoés eluicdo de sete fracdes (cada cartucho), com
medicdes na sonda fluorescente BSA.

Figura 34 - Cromatograma (a) NAR, QUE e FLA eluidos do cartucho
MIP apds adicdo de 2,0 mL de ACN, (b) QUE passada pelo
MIP e eluida com 7,0 mL de ACN e (c) mistura dos
padrdes dos flavonoides 1,0x10* moL L™ NAR tg=16,1
min., QUE tg= 19,6 min. e FLA tg=26,2min.

Figura 35 - Eluicdo de acido ascobico nos cartuchos MIP e NIP.

Figura 36 - (a) cromatograma da mistura de QUE e acido ascoérbico
(1,0 x 10* mol L™, (b) cromatograma do suplemento
alimentar sem passar pelo MIP (1,0 x 10* mol L™, (c)
cromatograma das primeiras fracbes (2,0 mL) recolhidas
da eluicdo no MIP-QUE e (d) cromatograma da sétima
fracdo eluida no MIP-QUE.

Figura 37 - Cromatogramas: (a) amostra sem tratamento (b) fragéo da
urina apoés eluicdo no MIP (livre de interferente na regido
da QUE) e (c) fracdo da urina fortificada com QUE ap0s
eluicdo com 4,0 mL de MeOH.

Figura 38 - Espectros de fluorescéncia da sonda de BSA: (a) com

urina sem tratamento, (b) com urina apos passar 5,0 mL de
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agua, (c) apos passar mais 50 mL de agua e (d)
recuperacao de QUE na amostra de urina fortificada

Figura 39 - Curva analitica obtida por espectrofotometria de absorcao,
para determinacédo de QUE.

Figura 40 - Curva analitica obtida por cromatografia liquida com
deteccdo por fotometria de absor¢cdo (DAD) para
determinacgédo de QUE

Figura 41 - Curva analitica obitida por espectrofluorimetria para
determinacgéo de QUE.

Figura 42 - Grafico de residuos da curva analitica para a quercetina na
determinagéo por espectrofotometria de absorgéo.

Figura 43 - Grafico de residuos da curva analitica para a quercetina na
determinag&o por cromatografia liquida com detecgdo por
fotometria de absorcéo (DAD).

Figura 44 - Grafico de residuos da curva analitica para a QUEXBSA na
determinagéo por espectrofluorimetria.

Figura 45 - Micrografias eletrénicas de varredura do MIP-kanamicina
na matriz sol-gel (a) com aumento de 500 vezes e (b) com
aumento de 5.000 vezes.

Figura 46 - Espectros de infravermelho da kanamicina (a) e MIP-
kanamicina (b).

Figura 47 - (a) Espectro de absorcdo de CdTe-TGA QDs aliquota de
25,0 yuL avolumada com agua para baldo volumétrico de
5,0 mL e (b) espectro de fluorescéncia de CdTe-TGA QDs.

Figura 48 — (a) intensidade do sinal fluorescente do CdTe-TGA QDs
em fungdo do pH na faixa de 6 a 10, (b) intensidade do sinal
fluorescente do CdTe-TGA QDs em presenca de KANA em
funcédo do pH na faixa de 6 a 10.

Figura 49 - Estabilidade do CdTe-TGA QDs em funcdo do tempo
(min.).

Figura 50 - Variagéo do sinal fluorescente (AF) em fungao de aliquotas
de QDs na presenca de KANA (3,0 x 10™° mol).

Figura 51 - Eluicdo de KANA com &gua ultrapurificada nos cartuchos
MIP e NIP.

Figura 52 - Seletividade do MIP-KANA e NIP para a KANA.

Figura 53 - Eluic&do de gelatina no MIP-KANA e no NIP.

Figura 54 — Percentagens de recuperacdes (solugdo contendo KANA e
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gelatina) obtidas com os cartuchos MIP para KANA e
gelatina ap6s percolacdo de 6,0 mL de &gua
ultrapurificada.

Figura 55 - Percentagens de recuperac¢des obtidas com os cartuchos
de NIP para KANA e gelatina por espectrofluorimetria apés
percolacdo de 6,0 mL de agua.

Figura 56 - Espectros: (a) Amostra de 50,0 yL de vacina sem
tratamento, (b) controle referente ao sinal fluorescente da
sonda (CdTe-TGA QDs), (c) fragdo 6 da amostra de 50,0
ML de vacina ap6s eluicédo no MIP (livre de gelatina).

Figura 57- Espectros: (a) Amostra de 50 pL urina sem tratamento (b)
controle referente ao sinal fluorescente da sonda (CdTe-
TGA QDs), e (c) fragdo 6 da amostra de urina fortificada
com 50 pL de KANA (166,7 ng mL™) apés eluicdo no MIP
(livre de interferentes).

Figura 58 - Curva analitica obtida com concentragdes crescentes do
padrdo de KANA de 19,3 a 1370,3 ng mL™) obtida por
espectrofluorimetria.

Figura 59 - Espectros de fluorescéncia da curva analitica CdTe-TGA
QDs na presenca de aliquotas crescentes de KANA (nas
concentragbes de 19,3 a 1370,3 ng mL™ linhas b-m), linha
a representa o controle.

Figura 60 - Gréfico de residuos da curva analitica para a KANA.

Figura 61 - Micrografias eletronicas de varredura do MIP-PIRA (a) com
aumento de 500 vezes e (b) com aumento de 5.000 vezes.

Figura 62 - Espectros de infravermelho para PIRA (a) e MIP-PIRA (b).

Figura 63 - Espectros de excitacdo e emissdo de PIRA na
concentracdo de 6,0 x 107 mol L*, (metanol/H,O 20:80
%vViv).

Figura 64 - Solvente de eluicdo para o MIP-PIRA.

Figura 65 - Eluicdo de PIRA no NIP com diferentes solventes.

Figura 66 - Seletividade do MIP-PIRA para os analitos piraclostrobina
e azoxistrobina.

Figura 67 - Eluicdo de PIRA e AZO no NIP.

Figura 68 - Percentagens de recuperacdes obtidas com os cartuchos
MIP e NIP para PIRA (a) e AZO (b) usando cromatografia

liquida com detecgéo por fluorimetria ap6s percolacéo de 9
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mL de DCM. 159
Figura 69 - Percentagens de recuperacgdes obtidas com os cartuchos

de MIP e NIP para os sete pesticidas usando HPLC com

deteccdo-DAD apds percolagdo de 9,0 mL de DCM: a)

PIRA b) AZO c) DIMO d) PICO e) FLU f) TRI g) KRESO. 160
Figura 70 - Cromatogramas dos pesticidas (a) com deteccdo por

fluorimetria (1) AZO e (2) PIRA e (b) com deteccdo DAD

(1) AZO; (2) FLU; (3) DIMO; (4) KRESO; (5) PICO, (6)

PIRA e (7) TRI. 161
Figura 71 - Cromatogramas dos padrbes de pesticidas (a) com

deteccdo por arranjo de diodos (1) AZO; (2) FLU; (3)

DIMO; (4) KRESO; (5) PICO, (6) PIRA e (7) TRI, (b) AZO

(1) e (6) PIRA apos eluicdo com 2,0 mL de DCM, (c) PIRA

apos a eluigdo da nona fracao. 162
Figura 72 - Cromatograma das fragbes 1 e 2 (a) contendo 0s seguintes

pesticidas: a) AZO; b) FLU; c) DIMO; d) KRESO; e) PICO;

f) PIRA e g) TRI e (b) PIRA recuperada na fragéo 9. 163
Figura 73 - Cromatogramas: (a) Amostra sem tratamento (b) fracdo da

urina apos eluicdo no MIP (livre de inteferente na regido da

PIRA) e (c) fragdo da urina fortificada com PIRA na

concentracdo de 6,0 x 10”7 mol L™ apds eluicdo com 9,0 mL

de DCM. 164
Figura 74 - Espectros: (a) Amostra sem tratamento (b) fragcdo da urina

apo6s eluicao no MIP e (c) fracao da urina fortificada com

PIRA recuperada na concentracdo de 6,0 x 107 mol L™

apos eluicdo com 9 mL de DCM. 165
Figura 75 - Cromatogramas: (a) agua de rio sem tratamento (antes de

passar pelo cartucho), (b) agua de rio apds eluicdo no

cartucho MIP e (c) Recuperacdo de PIRA na amostra de

agua de rio, apés eluicdo com 9,0 mL de DCM. 166
Figura 76 - Espectros de fluorimetria: (a) Agua de rio sem tratamente

(antes de passar pelo cartucho), e (b) Recuperacdo de

PIRA na amostra de 4gua de rio, apos eluigdo com 9,0 mL

de DCM. 166
Figura 77 - Curva analitica do padrdo de PIRA (mol L) obtida por

espectrofluorimetria. 168
Figura 78 - Curva analitica de PIRA (mol L™) obtida por HPLC com
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deteccao por fluorimetria.

Figura 79 - Curva analitica do padrdo de PIRA (mol L) obtida por
HPLC com deteccéo de absorcdo (DAD).

Figura 80 - Gréfico de residuos da curva analitica para a PIRA na
determinacgéo por espectrofluorimetria.

Figura 81 - Gréfico de residuos da curva analitica para a PIRA na
determinag&o por HPLC com detecgéao por fluorimetria.

Figura 82 — Gréfico de residuos da curva analitica para a PIRA na
determinagdo por HPLC com deteccao por absorcdo (DAD)
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